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Der Arsengehalt des Meerschweinchens © 


Von o 


Ernst Schaaf 
unter Mitarbeit von Joh. 


(Aus dem Hygiene-Institut der Waffen-SS., Berlin) 
(Der Schriftleitung zug@gangen am 18. Juni 1943) 


Maurer 


1. Uber den normalen Gehalt 


Die bisher vorliegenden Untersuchungsergebnisse uber den normalen 
Arsengehalt biologischen Materials zeigen, da{} die spurenhafte Ver- 
breitung des Arsens in der Natur ziemlich allgemein ist und da8 sein 
Anteil meist etwa in der gleichen GréBenordnung liegt. Die nachstehende 
Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse verschiedener f 
Autoren, ohne Anspruch auf Vollstandigkeit zu erheben. Alle Fille 
mit einem absichtlich oder unabsichtlich erhohten Arsengehalt wurden 
weggelassen. Die verschiedenen Fille einer Erhéhung bei Wasser- 
tieren und -pflanzen sollen hier unerortert bleiben. 





% 


Tabelle 1 


Der Arsengehalt von verschiedenem biologischen Material 





Als pro 100 mg 





Autor Material ‘Veculiesiae Mebane Jahr 
Billeter. u. Marfurt!). | Mensch, versch. Organe 0,008—0,013 | 1923 
Wuhrer). 5... . Mensch, Haare 0,004—0,04 | 1937 
WORGTt i ea eas Ziegen- und Kuhfleisch 
‘und Organe — 0,07— 0,35 1935 
Indische Fische — 0,07—0,09 
Cee oe aera Fische, auBer. Scholle 0,008—0,067 | 1924 
- Scholle . 0,01—0,25 
Badoliat . 6c. 2% Scholle 0,04—0,08 1927" 
Dorschleber 0,07 —0,32 
Dorschlebertran - 0,3—0,45 
Hering | 0,2 
Lockemann®),.... Aal und niedere Wasser- | 
tiere _ 0,015—0,2 1926 
Schlauchalgen 4,7 : 
OORT ek ka Agar-Agar 0,01 1921 
‘Marine. Algen 0,5—8,5 ) 
piel Islandisches Moos 0,4—0,8 














t) - Billeter u. Marfurt, Helvet. chim. Acta 6, 780—784 (1923). 
2) J. Withrer, Bio. Z. 294, 401—406 (1937). 
8) A.C. Bose, Indian J. med: Res. 22, 697—700 (1935). 

4) H. E. Cox, Analyst 50, 3—13 (1924). 
wr Sadolin, Dansk Tidsskr, Farmaci 2, 186—196 (1927/28). 

6) Gg. ‘Lockemann, Z. analyt. Chem. 100, 20—29 (1935). 

) A. “i. Jones, Pharmaceut. J. 109, 86—87 (1922). 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 











Autor Material Cw A sista ial Jahr 
Chapman®) .....- Fische und Crustaceen 0,3—17,4 1930 
Seetang 1,0—2,4 
Thumann’) sc ess Krebse bis 0,8 1941 
Karpfen ~° bis 0,019 
Plétze bis 0,009 
Iwanow?®) ....:.. | Fische : 0,3 1940 
Hering 0,1 
v. Fellenberg!!) . .. | Kuhmilch 0,017 1929 
Hiihnerei 0,05 
Reis 0,018 
Gemisearten 0,017 —0,032 
| Dorschmehl 1,55 
| Hering 0,85 
Langusten. - 1,65 
Japanische Algen 2—3 








Wir haben uns bei unseren Untersuchungen zunichst mit den Organen 
normaler Meerschweinchen befaBt. Zu diesem’ Zwecke haben wir die sauber 
priparierten und gewaschenen Organe zunichst bei 120° getrocknet, pulverisiert 
und sie dann nochmals bis zur Gewichtskonstanz nachgetrocknet. Zur Ver- 
aschung bedienten wir uns des nassen Verfahrens, wie es in letzter Zeit z. B. 
von Hinsberg und Kiese!?) beschrieben wurde, unter Anwendung von H,SO,, 
HNO, und H,O,. Einige Abaénderungen waren dabei notwendig, vor allem, um 
jegliche Briunung des Veraschungsmaterials zu' vermeiden. Bei Braunung (Bil- 
dung von Kohlenstoff) treten betraichtliche Argenverluste auf. Auf die An- 
wendung ven HCIO, haben wir verzichten kénnen. Aus Abbildungen bei Bang?¥) 


und Cox‘) ist die auch von uns gebrauchte Anordnung der Gerite bei der Ver- | 


aschung zu ersehen. Zur Bestimmung des Arsens trennten wir dieses. zundchst 
als AsCl, aus der Veraschungslésung ‘ab mit Hilfe der Schneider-Destillation 
und bestimmten es anschlieBend titrimetrisch mit KBrO,. Uber die Schneider- 
Destillation bestanden in der Literatur Unstimmigkeiten, die wir zunichst 
noch kliren muBten!*). Die Bromat-Titration fihrten wir schlieBlich mit einer 


n/2000-Lésung durch. Bei dieser starken -Verdiinnung tritt einige Tropfen vor 


Erreichen des Umschlagspunktes leichte Verblassung des Indicators (Methyl- 
orange) ein, so daB das Ende der Titration sehr genau festzustellen ist. Da 1 ccm 
der Lésung 18,74 y Arsen entspricht, ist es notwendig, eine méglichst groBe 
Hinwaage zu machen. Andernfalls werden die Ergebnisse zu ungenau. Durch 
homogenes Vermischen der Organe von jeweils vier Tieren erreichten wir es, 
zu Einwaagen von jeweils etwa 2g zu kommen. Bei Bestimmung kleiner Or- 
gane wie Nieren, Milz und Schilddriise nahmen wir jeweils die Organe von je 
acht Tieren zusammen. Auf diese Weise sinkt die Fehlergrenze auf + 3%. Wir 
verzichteten damit also auf dieWerte einzelner Tiere. In drei Versuchsreihen haben 
wir jeweils d die. Durchschnittswerte von mehreren Tieren zusammen erhalten. 


8) A. Ch. Chapman, Nature 126, 761 (1930). 
®) M. E. Thumann, Z. Ang. 54, 500 (1941). - 
10) N. lwanow, Problems Nutrit. 9, 78—80 (1940). 
eo) Th. v. Fellenberg, Mitt. Lebensmittelunters. Hygiene 20; Bigot 
] 
, 1#) H. Hinsberg u. M. Kiese, Bio. Z. 290, 39—42 (1937). 
13) Ivar Bang, Bio. Z. 161, 195—209 (1925). 
14) Ernst Schaaf, (Z. analyt. Chemie 126, 298, (1943). 
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Colorimetrische oder nephelometrische Bestimmungsmethoden, die wir 
ebenfalls anzuwenden versuchten, konnten die Genauigkeit der Bromattitration 
nicht verbessern. Wir gaben dieser wegen ihrer schnellen Durchfihrbarkeit 
schlieBlich ‘den Vorzug. Vom Beginn der Veraschung bis zum Ende der Destil- 
lation benétigten wir bei mehreren Ansatzen nebeneinander etwa 3—4 Stunden. 
Die sofort anzuschlieBende Titration selbst war je Probe in ex 15 Minuten 


beendet. 


Zur ‘Priifung der Bestimmungen auf ihre Genauigkeit haben wir 
Kontrollversuche unter Anwendung von ‘As,0;, As,O;, Na,HAsO, oder 
Arsanilséure durchgefiihrt. Die Ergebnisse lagen simtlich zwischen 98 
und 1019/,. Eine etwaige Beeinflussung der Bestimmung durch die 
normale Gegenwart anderer Substanzen in den Organen bei der Ver- 
aschung wurde gepriift durch Zugabe einer bestimmten Menge Organ. 
von bestimmtem Arsengehalt zu den obigen Kontrollversuchen. Kine 
Rocinreernng konnte nicht festgestellt werden. 


Tabelle 2 
Der Arsengehalt einzelner Organe normaler Meerschweinchen 


‘Die hier angegebenen Organe usw. entstammten jeweils vier Tieren gemein- 
sam. Milz; Nieren, Schilddriise sowie das Herz der Versuchsreihe I stammten 


von jeweils acht Tieren, 


Soweit méglich, wurden Doppelbestimmungen aus- 
gefiihrt, die fiir jedes Organ und in jeder Versuchsreihe untereinander aufgezeich- 

















































































































net sind. 
: Verbrauch anccm Gefundene Menge 
Bingewogene Menge | yfadooseBr, | efundereMense| Arwen in po 
PRESB einschl. Blindwert 100 mg Organ 
Versuchsreihe Versuchsreihe | Versuchsreihe |. Versuchsreihe 
| II IIil | II | pS Fa ee | Il | 11] I IE: | igE 
Herz . 2,2188/0,8633/0,542/0,542/0,532/0,412/0,412/0,281/0,018/0,018/0,032 
Lunge. . . | 1,8652)1,9241/1 9364 0,543/0,543/0,546/0,431/0,431/0,487|0,023|0,022|0,025 
‘1,8992) 1,9914 0,375|0,375) . 0,020/0,019 
Leber. . . | 1,9230) 1,9068)1,8360/0,533/0,538/0,550/0,344/0,337/0,562/0,012|0,018/0,030 
1,8964| 1,9178)1,8430]0,535|0,540)0,551/0,281/0,375|0,58090,014/0,019/0,031 
Nieren 2,0470) 1,9278|1,970410,540/0,535|0,548/0,375|0,281/0,524/0,018]0,014/0,027 
1,1656 0,187 0,016 
Mile: 6 es 0,7378)0,377010,525|0,525/0,535|0,094/0,094/0,28110,013 0,074 
- Muskel . . | 1,8358/1,8168/0,8388/0,534/0,538/0,546/0,262|0,337/0,487/0,014/0,018/0,026 
: + 11,8548] 1,9922 0,224/0,412 0,012/0,020 
Gehirn. . . | 1,7462) 1,9690|1,8958/0,532/0,536|0,538/0,224/0,299|0,337|0,012/0,015|0,018 
Magen 2,3656| 32,4646) 1,82441/0,540/0,542/0,534|0,375|0,412/0,262/0,016/0,016/0,014 
Darm. . 11,8058] 2,0414!0,679210,534/0,532/0,534/0,262/0,224/0,262/0,014/0,011/0,015 
Knochen . | 1,9995/ 1,9468)1,7536/0,538/0,537|0,535)/0,337/0,312/0,281/0,017|0,016/0,016 
, 1,5300 1,8212|0,530 i 0,017 
Kot 2,0436| 6,0126)1,7674/0,538/0,537|0,545|0,337/0,318|0,468/0,016/0,016/0,026 
2,3270 1,8522/0,536 ' 0,031 
Schilddriise 1,0286)0, 0,530/0,187|0,187|0,187/0,018 0,042 
Haare. . . | 2,3656/ 2,3648/1,978 0,535/0,542|0,505/0,781/0,472'0,021/0,012/0,024 
2,5462) 2.5580 0,020/0,024 
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Samtliche Ergebnisse sind nach der folgenden Formel berechnet: [(Ver- 
brauchte n/2000-KBrO, in ccm — Blindwert) - 100 - 18,74]: Einwaage in “a = 
Arsen pro 100 mg Organ. 


Die vorstehende Tabelle 2 bringt unsere Ergebnisse. Diese zeigen, 
daB die -Arsenwerte bei normalen Meerschweinchen mit zwei Aus- 
nahmen, die auf Fehlbestimmungen beruhen k6nnen, in einem sehr 
engen Bereich, nimlich zwischen 0,012 und 0,032 y fiir 100 mgr Trocken- 
substanz liegen. 

Es ist zu erwihnen, daB Hunter und Kipp") sowie Martini und 
Berisso!*) bereits Arsen in Meerschweichen bestimmt haben. Doch 
handelte es sich dabei um. keine normalen Tiere. 


2. Bei akuter Vergiftung 


Der Arsengehalt verschiedener Organe des normalen Meerschwein- 
chens liegt zwischen 0,01 und 0,03 je 100 mgr Trockensubstanz. Im An- 
schluB an diese Feststellung sind wir dazu tibergegangen, den Arsengehalt 
von Tieren zu bestimmen, die mit Arsen behandelt worden waren. Die 
Art dieser Behandlung blieb nicht unverandert'gleich. Da wir den Meer- 
schweinchen das Arsen auch wiederholt unter méglichster Schonung 
verabreichen wollten, sind wir von der zuerst angewandten Injektion 
iiber das Sondieren und Verfiittern schlieBlich zum Eintropfen: der - 
Arsen-Lésung aus einer Pipette in den Rachen tibergegangen. Diese 
letztere Art der Vergiftung ging am einfachsten und zuverlassigsten 
vonstatten. Wir wendeten sie bei den zuletzt behandelten Tieren daher 
ausschlieBlich an. Als Arsenverbindung nahmen -wir Na,HAsO, - 7H,O 
in einer wiBrigen Lésung, von der 1 ccm 12 bzw. 6 mgr As enthielt. 

Die Ergebnisse bringt. die nachstehende Tabelle 3. Aus ihr. ist 
auBerdem ersichtlich, wie oft und mit welchen Mengen die Tiere jeweils 
und insgesamt vergiftet wurden, und wie lange nach der Vergiftung 
sie noch gelebt haben. Die Werte bedeuten immer Gamma Arsen je 
100 mgr Trockensubstanz. Sie steigen bis auf etwa 30 y an, wenn 
man vom Magen-, Darminhalt und Kot absieht. Von diesen Werten 
ist ein ,,Normalwert“’ nach der erwahnten vorausgegangenen Fest- 
stellung als Gehalt des normalen Tieres praktisch nicht abzuziehen. 

Die bei den ersten 9 Tieren mit einmaliger Dosis (A—J) vorliegende 
stiirkste Erhéhung. betrifft auBer Magen- und Darminhalt, Kot und 
Harn besonders Leber, Nieren, Magen- und Darmwand. Es ist daher 
also méglich, daB dem Gift von der Verabreichung bis zum Tode des 
Tieres noch zu wenig Zeit geblieben war, um sich in alle Organe ab- 
zulagern bzw. ein Depot zu bilden. Die folgenden 5 Tiere (K—O) ver- 
gifteten wir daher mit kleineren Giftmengen in bis zu 12 Tage lang 
wiederholten Gaben. Das Ergebnis war, wie die Tabelle zeigt, gegeniiber 
dem eee unverandert. 





15) F. T. Hunter u. A. F. Kip, J. appl. Physics 12, 324 (1941). : 
16) A. Martiniu. B. Berisso, Mikrochemte 19 (N. F. 13), 181 —182 (1936). 
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An den Tieren P. bis T wurde gepriift, wie lange das Arsen nach 
dem Aufhéren der Gaben noch im Organismus zuriickgehalten wird. 
Zu diesem Zweck wurde jedes folgende Tier dieser Reihe nach der 
letzten Gabe jeweils 24 Stunden linger am Leben gelassen, als das 
' vorhergehende. An den Arsenwerten dieser Tiere erkennt man, da 


erhéhten Arsengehalt. | . 
Der Anteil des Arsens in den Ausscheidungen verdient besonders 





betrachtet zu werden. Im~Mageninhalt befanden sich 24 Stunden 


nach der letzten Gabe noch teils tiber 1 mgr Arsen. Nach 48 Stunden 
war es fast véllig daraus verschwunden. Im Dickdarm waren nach 
dieser Zeit noch Mengen zwischen 35 und 112 y je 100 mgr Trocken- 
substanz vorhanden. Die nachstehende Tabelle 4 bringt die mit je 
100 mgr Kot und je 1 ccm Harn taglich ausgeschiedene Menge der 
‘Tiere O bis T. Bei schwankender Hohe der Ausscheidung wahrend der 
Vergiftungszeit nimmt der Arsengehalt von Kot und Harn nach dem 
Aufhéren der Gaben entsprechend dem raschen Verschwinden des 
Arsens aus dem Organismus sehr schnell ab. Die Abnahme tritt bei 
den Tieren R, S und T deutlich zutage. Die Ausscheidung wurde nur 
bis zum 7. Tage nach der letzten Dosis verfolgt. Es ist mit Sicherheit 
anzunehmen, da sie von da an langsam weiter abklingt. 


Tabelle 4 : 
K bzw. H = die mit Kot bzw. Harn taglich ausgeschiedene Gesamtmenge 
As in y. D = tagliche Dosis 

















OR O P ea R S Pi 
Tag\|K|H|D/|K|H|D|K{H|D|K|H|D|K|H|D/|K|H|D 
pb of ool) het et) lnoleg onl ee 
2 | 8,5/14,7|1,5] 6,5] 5,6\1,4| 9,2125,4/0.9 | 6,0| 2,3/1.5| 0,9! 2,511.0 | 1,4] 1,9/1.2 
3 | 1,5| 8,010.4 |11,6| 2,311.7 | 7.3] 1,111.3 | 9,8! 7,60,3| 7.1] 5.8/1.5 | 4.7] 6.6/1.5 
4 |16,4| 5.0/1.1 |22,2/11,6| — | 8.3| 5.5|— | 8.4] 4.610.8|11.8| 6.7/2.0 | 5,5|11,912.0 
5 |13,9| 4,812.0 ]13,5| 5,312,0| 9,6| 2,112.2 | 6,9] 012.5 15,8) 7,912.5 |12,6| 6.6/2.5 
6 |12°3/18,7/0,3 |12,1| 8,2|— -| 6,4/26,0|— |15,0110,90,3 |21.2| 5.7/3,0 |16.7| 4.613,0 
7 La ard 2a A nat ee 29,4 13,5 3,5 17,7 9,6 3,5 
g |15,8/15,3}9 9 |10,9) 7.0)9 5 115.1) 2,713 5 | 6.2) 5.85 5 Ig9'slog'5|  |25,6(18.2 
9 |15,9\25,1/1,1} 6,3/13,910.7 |14,1/ —_|0,6| 6,8/12,610,8(31,3|14.0| |12.5| 9.9 
10 ma 0.4 1,0 1,1 ]13,2|14,0/ | 6,5] 3,4 
11 - [18,8/81,1})'7 |12,021,4/9%4 |10,9) 3,817°3 (18,8114,55" loo’slao's| | 3° ye 
12 |15,0| — |4,0| 6,1] — |4,0 |10,2| 1,2/4,0 | 6,1] 4,6/4,0 [11.21 3.81 | 2'5|-gal 
13 | . |41,8/3,0|15,7| 9,6/3,0 |15,6/11,7/3,0 |17,3| 9,2/3,0| 3,0! 3.4, | 0.9] 2,3 
14 36,91 —|  |25,6) —|  |29,1/11,6/4.0 . | 11) 0,9 
15 35,6 —| 136.6 5,8;  |24,4|13,0 : 
16 33.9114,8} |16.3}-4,11. [26.9] 5,7 
17 15.513.8| | 9.2) 3, 
18 2.5] 3.8 
19 19] 2¢ 













































































Uber die mit Kot und Harn insgesamt ausgeschiedene Menge 
Arsen gibt die nachstehende Tabelle 5 Auskunft. Bei den ersten Tieren, 
die nach der Vergiftung nur noch etwa einen Tag gelebt haben, ‘er- 
scheint in Kot und Harn noch wenig Arsen. Bei den iibrigen steigt es 
je nach Lebensdauer auf 75°/, der Gesamtdosis an. Bei diesen letzteren 
ist klar ersichtlich, da8 mit dem Kot 3—5 mal mehr ausgeschieden wird, 


als mit dem Harn. 
2 ie tees 5 


Gesamt -Ausscheidung von Arsen 


3 Tiere 
E[¥[G]a|1/k[/t/MjN|O|P|@] ®| 8] 7 











Mit Kot insgesamt ausgeschiedene Arsenmengen in y 


2382978] 99 | 793| 126|3620| 682} 3100| 7940] 4370] 6864) 7635 | 11853] 6764] 8871 


Mit Harn insgesamt ausgeschiedene Arsenmengen in y 
333| 280| 284| 164| 25] 315] 476] 243] 422] 865) 590] 48| 1511| 865| 1884 
Insgesamt wiedergefundene Arsenmengen in % der gegebenen Mengen 
4,76| 33,9]3, ee ie 25|34, 2| 13,3] 24:3] 50,7| 27,1] 37 sie 40 . 53,7 | 54.5] 75,7 


ginmaliger oder 2 Vergiftung mit pase Dosen eine 


bestimmte Menge Arsen auf. Geringe Mengen finden sich in allen Or- 
ganen, ohne aber an einer bestimmten Stelle des Kérpers ein gréBeres 
Depot zu bilden. Nach den in Tabelle i aufgefiihrten Werten betrigt 
die Menge des aufgenommenen Giftes auf das Gesamtgewicht der 
Tiere umgerechnet etwa 30—40°, der Gesamt-Gift-Menge. Der iibrige 
Teil wird laufend ausgeschieden. Die aufgenommene Menge wird nach 
Aufhéren der Gaben innerhalb einiger Tage zum gréBten Teil schnell 


wieder abgegeben. Der Rest verschwindet dann schlieBlich erst langsam 


wieder véllig aus dem KoOrper. 


Die Methode der Aufarbeitung der Organe und der Bestimmung. 


des ‘Arsens ist im vorausgegangenen Abschnitt geschildert. Der Kot 
wurde wie die Organe aufgearbeitet. Der Harn wurde jeweils nach 
Versetzen mit 1 ccm konz. HNO, zur Trockne verdampft und wie die 
Organe weiterbehandelt. Infolge des erhéhten Arsengehaltes konnte 
hier bei Einwaagen von 50 bis 400 mgr die Fehlergrenze auf + 19/, ge- 
' senkt werden. Bei niedrigem Arsengehalt betragt sie etwa + 3°). 
Von zahlreichen Autoren, die itiber das Verhaltnis der Ausschei- 
dung von Arsen mit Kot und Harn und iiber deren Dauer gearbeitet 
haben, seien auBer den im vorigen Abschnitt schon genannten noch 
angefiihrt Born und Timoféeff-Ressovsky (1), Orestano und 
Abbate (2), Du Pont (3) und Bagchi und Ganguly (4). Das Aus- 


scheidungsverhiltnis in Kot und Harn wurde im Gegensatz zu uns — 


(5:1 bis3:1) teils zu 99:1, teils umgekehrt 1:10 angegeben. Die 
prozentuale Verteilung des ‘Arsens in Meerschweinchen wurde von 
: Martini und Berisso_(5)-mitgeteilt. 
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3. Bei chronischer Vergiftung 


Zur Priifung der Verhaltnisse bei chronischer Vergiftung haben wir 
sieben gesunde Tiere von gutem Gewicht mit langsam steigender Dosis 
tiglich, und zwar 59 Tage lang, vergiftet. An Hand der Gewichtskurve der 
Tiere wurde festgestellt, daB eine stetige Steigerung unzweckmaBig ist. 
Wir reduzierten daher schlieBlich die tagliche Giftmenge wieder, um die 
Tiere nicht zu sehr zu schadigen. Als Arsenverbindung nahmen wir auch 
hier wieder Na,H AsO, - 7H,O in verdiinnter waBriger Lésung. An dem der 
letzten Dosis folgenden Tag wurden die Tiere getétet. Die Veraschung der 
Organe und die Bestimmung des Arsens geschah in der friiher geschil- 
derten Weise. Zwei wihrend der Versuchszeit eingegangene Tiere wur- 
den behandelt wie die iibrigen fiinf. Die Ergebnisse der Bestimmungen 
fiir je 100 mgr Trockensubstanz bringt die nachstehende Tabelle 6. Die 
Tabelle zeigt, daB simtliche Arsenwerte tiefer liegen, als bei akuter 
Vergiftung. Auffallend erhéht ist der Arsengehalt der Nieren gegen- 
tiber dem der anderen Organe. In keinem Falle werden iiber 10 y je 
100 mgr Trockensubstanz erreicht. Die wahrend der Versuchsreihe 
eingegangenen Tiere 122 urd 125 sind hiervon allerdings auszunehmen. 
Die Erhéhung des Arsengehaltes der Haare und der Knochen ist zu 
beachten. Hier hat bei der langeren Einwirkungsdauer eine Ablagerung 
von Arsen stattgefunden. 





























Tabelle 6 
“Tiere 121 122 123 124 125 126 127 
: : : 

OE 6 Sa 66s ae 1,1 1,1 0,9 1,2 2,7 0,7 1,0 
tee ee pee 0,6 1,4 1,3 0,6 1,4 0,7 0,5 
PT Se aE ea ese 1,8 2,8 1,1 1,0°°| 13,1 itr | 10 
PON: cig ee 7,9 4,9 4,3 6,7 9,4 6,0 9,1 
BES ee Se ere 3,1 2,3 1,0 0,7 1,2 2,3 1,0 
Wimaeel ic) ob ela te 1,2 1,5 1,2 1,1 2,2 0,9 0,9 
Gaiety. Se 0,8 1,2 0,7 06 )/: 1,1 } 0,9 0,8 
Magenwand 4,0 6,3 1,0 0,5 2,8 1,0 -0,5 
Pas WET. 6.5 e c's 3,2 6,3 0,6 1,3 | 12,3 1,2 1,8 
Schilddriise 2,67) 3,4 0,6 0,4 2,4 0,9 1,8 
Darminhalt 5,4 25,8 2,1 4.0 41,6 4,1 4,3 
Mageninhalt : 2,5 15,9 0,5 1,7 2,7 4,7 2,0 
pS SERA DS Segre ane ay 1,5 ; 0,3 0,4 0,2 0,4 
Haare (gewaschen) 2,4 1,6 2,1 1,7 13 | 2,0 3,7 
TP MBONOT 6: <6 te in 0s 0,4 1,0 0,3 0.6 | 0,6 0,7 0,3 


7) Gesamtgehalt. 
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Tabelle 7 (Fortsetzung) 
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Wiahrend der gesamten Vergiftungszeit wurde die mit Kot und’ 


Harn tiglich ausgeschiedene Arsenmenge laufend gepriift. Die Tabelle 7 


 bringt die jeweils mit 100 mgr Kot und 1 cem Harn ausgeschiedene 


Arsenmenge. Sie zeigt die Abhangigkeit der Ausscheidungshéhe von 
der Dosis und gleichzeitig die schidigende Wirkung des Giftes an Hand 
der Gewichtskurven der Tiere. Geringe FreBlust und dadurch bedingte 
fehlende Harnausscheidung verschwanden nach dem Senken der Dosis 
auf-1-mgr pro die. Man ersieht aus der Tabelle, daB die laufende Aus- 
scheidung ‘hes Arsens auch bei langerer Einwirkung ununterbrochen 
anhalt. 

Die Organe der getéteten Tiere wiesen meist keine auffalligen 
Veranderungen auf. In manchen Fallen konnten Verfairbungen der 
Leber, entziindliche Stellen im Darm, in einem Falle (124) auch un- 
gewohnlich starke Fettbildung im Bauchraum festgestellt werden. Die 
eingegangenen Tiere 122 und 125 wiesen starke VergréBerung der 


_ Leber. und (122) bis zu 10fache VergréBerung der Milz auf. Der Anteil 


der Organe der iibrigen Tiere am Gesamtgewicht war unverandert, 
wie ein Vergleich mit den Verhaltniszahlen von finf gesunden Tieren 
ergab. 

Ks wird von uns z. Z. noch gepriift, ob bei einer wesentlich langeren 
EKinwirkung des Arsens andere Beobachtungen hinsichtlich Arsen- 
verteilung, Héhe der Arsengehalte und Depotbildung zu machen sind. 

An Ratten~haben Morris und Wallace (1) nach Verfiitterung 


von 107,5 mgr Arsen in Form von CaHAsO, innerhalb von 54 Tagen ~ 


eine Erhéhung des Lebergewichts um 41°, festgestellt. Zimmer- 
mann (2) verfiitterte 70 Tage lang je 1 mgr Arsen an Ratten und fand 
in der Leber zwischen 1,48 und 5,27y Arsen je 100 mgr. 
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(Aus dem Institut fiir org.-chem. Technologie und Garungschemie der Universitat Wirzburg) 


In einer Untersuchung von K. Thomas und Mitarbeitern?) 
war auf Verfiitterung von Alkylbernsteinsiuren an Hunde 
erhéhte Ausscheidung von gewodhnlicher Bernsteinsaéure im 
Harn beobachtet worden. Da eine Entalkylierung der substituierten 
Bernsteinséuren im Tierkérper als 4uBerst unwahrscheinlich angesehen 
werden muBte, war an eine spezifische Hem 
abbaus durch die substituierten Derivate ge 
liegenden Arbeit sollte dieser Gedanke auf A 
Thomas im Enzymversuch an einer Reihe 
der allgemeinen Zusammensetzung HOOC - CHR - CH,: COOH (worin R 4 
zwischen CH, und C,,H,, lag) nachgepriift werden. Versuche dieser - 
Art schienen ‘aah insofern von Interesse, als die letzte systematische 
Untersuchung tiber die Spezifitatsverhailtnisse der sonst wegen ihrer ; 
Zellwichtigkeit vielstudierten Succinodehydrase nun auch schon itber 
ein Jahrzehnt zuriickliegt*). Da die an der Bernsteinsaure-dehydrase 4 
aus Pferdeherz erhaltenen Ergebnisse in mancher Beziehung uner- 
wartet waren, wurden 4hoch einige weitere Dehydrasen in den Kreis 
der Untersuchung gezogen, und zwar die im gleichen Ausgangsmaterial 
enthaltenen Dehydrasen der Milchsaure, der Apfelsiure und der 
Glutaminsaéure; ferner wurden in orientierenden Versuchen noch 
geprift die Lacticodehydrase der Hefe, die Glucose-anaerodehydrase 
der Pferdeleber und die Glucose-aerodehydrase aus dem -‘Schimmel- | 
pilz Penicillium glaucum. 

Um den AnschluB an die zitierte Thunb ergsche Arbeit, in der 
die Hemmung der Bernsteinséuredehydrierung durch _,,Fixierungs- 
spezifitat’’ niher untersucht worden war, zu gewinnen, wurden auch 
mit Malonsadure und deren Alkylierungsprodukten (HOOC - CHR 
- COOH und HOOC -CR,- COOH) einige Versuche ausgefiihrt. 
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1) I. Mitt. von F. Lynen u. W. Franke, ,,Zur Kenntnis der Co- -enzyrn- 
spezifitat von Dehydrasen“. Diese Z. 270, 271 (1941). 

2) Erscheint spaiter in dieser Z. 

8) T. Thunberg, Biochem. Z. 258, 48 (1933). 
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Methodik 


1. Enzymmaterial | 


a) Succinodehydrase wurde nach J. Lehmann‘) durch ‘Bztraktion 
von a dest. Wasser gewaschenem, Pferdeherzbrei mit m/15-Na,HPO,-Lésung 
erhaiten, \ 

Das Ausgangsmaterial wurde dreimal durch den Fleischwolf getrieben, 
fiinfmal je 15 Minuten mit del* doppelten Menge dest. Wassers gewaschen‘) 
_und schlieBlich mit etwa dem gleichen Vol. m/15-Na,HPO,-Lésung mehrere 
Stunden lang extrahiert, worauf gut abzentrifugiert wurde. Die rotlich- 
gelbe, schwach getriibte Enzymlésung hatte ein Eigen-pq von etwa 7,2 und 
verlor bei Aufbewahrung im Eisschrank wahrend einiger Tage nur ‘wenig 
von ihrer Wirksamkeit. 

Fermentlésungen gelangten durchweg bei den nach der Thunbergschen 
Entfaérbungsmethodik mit Methylenblau durchgefiihrten anaeroben Ver- 
suchen zur Verwendung; einige aerobe Versuche wurden wegen der bekannten 
Schittelempfindlichkeit der Enzymlésungen®) mit einer gewaschenen und 
durch die Latapie-Miihle getriebenen Herzmuskel-suspension ausgefihrt. 

Die-Vorbereitung des Materials war dieselbe wie oben beschrieben. Der, 
Latapie-Brei verlor schon im Laufe eines Tages den gréBeren Teil seiner’ 
Aktivitét im O,-Versuch. 


b) Lactico-, Malico- und Glutamino- dehydrase waren im oben 
beschriebenen Phosphatextrakt aus Pferdeherz gleichfalls in guter Aktivitat 
— im wesentlichen in Form der Apofermente — enthalten. Die Apodehy- 
drasen wurden durch Zusatz von Codehydrase I (Cozymase) komplettiert. 

. Die Darstellung des Coferments erfolgte aus Hefe nach dem abgekiirzten 

Verfahren von S. Williamson u. D,; E. Green’), das in wenigen Schritten 
zu einem Praparat vom Reinheitsgrad etwa 0,4 fihrte. 


c) Als Lacticodehydrase aus Hefe diente ein ititber Nacht.im Schnell- 
dialysator gegen dest. Wasser dialysierter Le bedew-Saft. 
Coenzymzusatz eriibrigt sich bekanntlich in diesem Falle’). 


d) Glucose-anaerodehydrase aus Pferdeleber wurde, wie in der 
I. Mitt. niher beschrieben, durch mehrmalige Ammonsulfatfillung und Dialyse 
~ waBriger Acetonleber- extrakte gewonnen. Das erhaltene Apoferment wurde 
- durch Codehydrase wie oben ergianzt. 


é) Glucose-aerodehydrase aus Pen. glaucum wurde nach einem. 
an anderer Stelle genauer angegebenen Verfahren®) durch Alkohol-Atherfallung 
eines dialysierten und eingeengten Na,HPO,-Extraktes aus zerkleinertem Pilz- 
mycel gewonnen. © 

Als nicht merklich dissoziierendes Flavinproteid}°) benétigt auch dieses 
Ferment keinen Coenzymzusatz. 





4) Skand. Arch. Physiol. 58, 46 (1930). Vgl. auch S. Forssmann, Act. 
physiol. scand. 2, 1 (1941). 

5) Wurde adh dessen der Gewebebrei fiinfmal mit einer vielfachen Wasser- 
menge unter Turbinieren 5—10 Minuten gewaschen, so wurden iiberraschender- 
weise drei- bis viermal weniger aktive Enzymlésungen erhalten. 

6) Literatur siehe bei W. Franke in H. v. Euler, D. Katalasen u. d. 
Enzyme d. Oxydation u. Reduktion, 8.521 (Miinchen . 1934). : 

7) J. Biol. Chem. 135, 345 (1940). 

8) B. Andersson, Diese Z. 217, 186 (1933). — E. Adler u. M. Michaelis, 
Diese Z. 285, 154 (193). 

°) W. Franke in Bamann-Myrback, D. Methoden d. Fermentforsch., 


S. 2386f. (Leipzig 1941). 
10) W W. Franke u. M. Deffner, ticki Ann. 541, 117 (1939). 
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2. Als Substrate bzw. Hemmstoffe 


wurden uns von Prof. Thomas folgende selbstdargestellten Priparate zur Ver- 
fiigung gestellt: t 


Malonsaurereihe Bernsteinsadurereihe 
Dimethyl-malonsiure Methyl-bernsteinséure (Brenzwein- 
Butyl-malonsaure _ sdure) 

Dibutyl-malonsiure Athyl1-bernsteinsaiure 


Propyl-bernsteinsaiute 
Butyl-bernsteinsiure 
Hexyl-bernsteinsiure 
Heptyl-bernsteinsaiure 
Octyl-bernsteinsaéure 
Nonyl-bernsteinsture 
Decyl-bernsteins&ure 

, Undecyl-bernsteinsaiure 
Dodecyl-bernsteinsiure. 


Die Priparate kamen im allgemeinen in Form von m/10-Lésungen der 
neutralen Natriumsalze zur Anwendung. Die beiden letzten Glieder der Bern- 
steinsiiurereihe befanden.sich-dabei in tibersattigter Lésung. 


8. Versuchsansitze 


Die anaeroben Ansitze enthielten in einem Gesamtvolumen von 3,0 
‘oder 4,0 ccm im allgemeinen 
1,0—1,5 ccm Enzymlésung 
0,5 ccm Methylenblaulésung 1: 5000 (ca. m/2000) 
0,5—1,5 ccm m/15-Phosphatpuffer py 7,3. 
Dazu wechselnde Mengen von m/10-Substrat- bzw. Hemmstofflésungen. 
Die aeroben Ansatze enthielten in 4,0 com Gesamtvolumen im allgemeinen 
0,5 g Gewebebrei (feucht) 
1,0—3,2 ccm m/15-Phosphatpuffer py 7,3. | 
Dazu wechselnde Mengen von m/10-Substrat- bzw. Hemmstofflésungen. 

Die anaeroben Ansatze liefen unter Vakuum in Thunberg-Réhrchen, 
die aeroben giiter Luft in Warburg-GefiBen. Kontrollversuche ohne Sub- 
strat gingen¥tets nebenher. Versuchstemp. 37,0°. 

Da in uen Methylenblauversuchen mit Hemmstoffzusitzen die Reduk- 
tion der letzten Farbstoffanteile hiufig auBerordentlich ,,ziehend“ erfolgte, 
wurde auf vollstindige Entfirbung meist verzichtet und statt dessen durch 
Vergleich mit einem Farbstandard der Zeitpunkt 90%iger, bisweilen auch 
80% iger Entfairbung festgestellt. 

Wo die Entfarbungszeit der substratfreien Kontrollen (,,Leerentfairbungs- 
zeit“ ty) gegeniiber derjenigen der Substratansitze (t) stark ins Gewicht fiel, 
wurde zur Erleichterung des quantitativen Vergleichs manchmal nach I = 1/t 
— l/t) die Entfairbungsgeschwindigkeit (oder -intensitaét) I berechnet oder aus 
letzterer eine korrigierte Entfarbungszeit zuriickberechnet. 


Versuchsergebnisse 


1. Alkylmalonsiuren als Hemmstoffe 


Als erste haben Quastel und Wooldridge”) 1928 die spezifische 
Hemmungswirkung von Malonat auf die zellgebundene Succino- 
dehydrase von B. coli festgestellt. Thunberg*) hat die Befunde 





11) Biochem. J, 22, 689 (1928). 
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1933 am zellfreien Muskelenzym bestatigt und auch bereits einige 
Versuche mit Alkyl- und Dialkyl-malonsaiuren ausgefiihrt. Nach 
ihm ,,tritt fiir diese Substanzen allerdings eine gewisse Hemmungs- 
witkung zutage, aber diese kann in keiner Weise mit der Hemmungs- 
wirkung der Malonsiure selbst verglichen werden‘’. Wir konnten unter 
unseren Konzentrationsbedingungen weder anaerob noch aerob eine 
Hemmung der Succinatdehydrierung durch. alkylierte Malonsauren. 
feststellen. 


Tab. 1 bringt Angaben fiber Entfairbungszeiten (t) und O,-Aufnahmen 


in zwei typischen Versuchsreihen. 

















Tabelle 1 
Ansatz t (Min.) Ansatz 0./5 Min. 

Bernsteinséure m/100 6 Bernsteinséure m/135 246 
Bernsteinséure m/100 49 Bernsteinséure m/135 12 

-+ Malonséure m/50 \ +-Malonsiure m/27 \ 
Bernsteinsaéure m/100 6 Bernsteinsiure m/135 230 

-+- Butylmalonsaure m/50 } + Butylmalonsaure m/27 } 
Bernsteinséure m/100 Bernsteinséure m/135 

+ Dibutylmalonsiure 6 + Dibutylmalons@are 255 

m/50 mm /27 
Bernsteinséiure m/10 Bernsteinsaure m/ 135 : 

+ Dimethylmalonsiure 6 -+ Dimethylmalonsaure 250 

m/50 m/27 


2. Alkylbernsteinsiuren als Substrate 


Nach Thunberg*) weist nur die Methylbernsteinsaure 
ein vergleichsweise recht schwaches Donatorvermégen im System der 
Succinodehydrase auf, wihrend Dimethyl- und Diathylbernstein- 
siure wirkungslos sind. Wir haben auch héhere Monoalkylbern- 
steinsaéuren im anaeroben wie im aeroben Versuch gepriift und stellen 
fest, daB iiber die Athylbernsteinsaiure hinaus keine Dehydrierung 


mehr eindeutig zu beobachten ist. 


In Tab. 2 wird das Ergebnis je einer anaeroben ea einer aeroben Ver- 
suchsreihe mitgeteilt. 




















Tabelle 2 
Substratzusatz t (Min.) Substratzusatz 0,/10 Min. 
i > 360 : _- 30 
Bernsteinsiure m/50 8 Bernsteinsiure m/133 200 
Methylbernsteinséure m/20 26 Methylbernsteinséure m/16 70 
Athylbernsteinsaéure m/20 33 | Athylbernsteinsiure m/16 60 
Propylbernsteinsiure m/20 | ~ 360 Propylbernsteinséure m/16 35 
Butylbernsteinséure m/20 > 360 Butylbernsteinsiure m/16 25 
Hexylbernsteinsaure m/20 | > 360 | Hexylbernsteinsiure m/16 30 


Fiir den exakteren kinetischen Vergleich war der Einflu8 der 
Substratkonzentration von Interesse. Fig. 1 zeigt, daB auch bei 
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_Substratsiittigung des: Enzyms die beiden Alkylbernsteinsaiuren 6mal 
langsamer dehydriert werden als Bernsteinsiure, ferner, daB die Sub- 
strataffinitat der Succinodehydrase von der Bernsteinsiure zur Athyl- 
bernsteinséure stark absinkt. 


0,73 T T T T T T T T tT ' La ' vt 
ee : 
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0,77 | ce tea 
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SUbLstrat-Aonzentrarion—»> 








Fig. 1. Einflu8 der.‘Substratkonzentration auf die Dehydrierung 
von Bernsteinsiure {<— xX), Methylbernsteinsiure (O—O) und 
Athylbernsteinsaure (A —A) dureh Methylenblau 


Fir die Dissoziationskonstanten der Enzym-Substratkomplexe 
-— gahlenmaBig bekanntlich gleich der Substratkonzentration bei halboptimaler 
Reaktionsgeschwindigkeit12) — ergeben sich bei 


Bernsteinséure. .....-. 0,27 - 10-3 
Methylibernsteinsaure. . .. 4,0 - 10-3 
Athylbernsteinséure .. . . 30,0 + 107° 


3. Alkylbernsteinsiuren als Hemmstoffe 


_ Die Frage einer Hemmungswirkung alkylierter Bernsteinsiuren 
bei der enzymatischen Bernsteinséiuredehydrierung, der Ausgangspunkt 
dieser Untersuchung, wurde eingehender gepriift. Schon Thunberg 
hat in seiner mehrfach zitierten Arbeit angegeben, da8 Brenzwein- 
siure in groBem (25—-100-fachem) Uberschuf die Dehydrierung der 
Bernsteinsiure durch Methylenblau deutlich verzégert. Wir finden bei 


geringem (2—4fachem) Uberschu8 der Alkylbernsteinsaéuren erst von — 


©,—C,, des Alkylrests einwandfreie Hemmungen, die dann mit der 
Lange der Seitenkette rasch ansteigen, 





12) L. Michaelis und M. L. Menten, Biochem. Z. 49, 333 (1913). 
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m/133-Bernsteinsaiure -+- m/33-Alkylbernsteinsaure. 
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Fig. 2. Hemmung der Bernsteinsiureoxydation 
durch Alkylbernsteinsiuren 


Tab. 3 zeigt die Entfarbungszeiten von Ansitzen mit m/100-Bernstein- 
saure + m/50-Alkylbernsteinsiure, Fig. 2 die O,-Aufnahmen in Ansatzen mit 














. ‘Tabelle 3 
Ansatz t (Min.) 

Bermptemmenure . «wk we Hiei bes 7 
Bernsteinsiure + Methylbernstéinsaure . 7 
Bernsteinsiure + Athylbernsteinsaiure 7 
Bernsteinséure -+- Propylbernsteinsaure . 7 
Bernsteinsiure -+ Butylbernsteinsaiure . 7 
Bernsteinséiure -- Hexylbernsteinsaure . 7 
Bernsteinsiure -+- Octylbernsteinséure 7 
Bernsteinsaéure: -- Nonylbernsteinsaure . 8 
Bernsteinsdure -+- Decylbernsteinséure . . . 10 
Bernsteinséure -+ Undecylbernsteinsiure . . 35 
Bernsteinséiure -+- Dodecylbernsteinséure . . 90 

_ (Kontrolle) . . . 135 
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ats | 
Mit steigender Alkylbernsteinsiurekonzentration bei 
konstanter Bernsteinsiurekonzentration nehmen die Hem- 
mungen stark zu. 


Tab. 4 belegt dies fiir den Fall der Decyl- und der Undecylbernsteinsaure 
bei m/133-Konzentration an Bernsteinséure in Methylenblauversuchen. 














Tabeflle 4 
t (Min.) 
Ansatz Decylbernstein- | Undecylbern- 
saure ~ steinsdure 
Rérnstetnshane 0c eG Sa ee CE ae: 8 8 
Bernsteinsiure + m/133-Hemmstoff. .. . 8 9 
Bernsteinsaure -+ m/67-Hemmstoff ... . » JO 25 
Bernsteinséure + m/33-Hemmstoff ... . 21 100 
Bernsteinsaiure ++ m/17-Hemmstoff ... . 86 > 480 
-- (Kontrolie) .... > 480 . > 480 . 


Als nachstes wurde gepriift, wie sich bei konstanter Alkyl- 
bernsteinsiurekonzentration eine Anderung der Bernstein- 
siurekonzentration auswirkt. Zwei Falle sind hier denkbar: 

1. Die Hemmung ist vom Mengenverhialtnis zwischen Substrat und 
Hemmungsk6rper abhaingig und nimmt mit fallender Substratkonzen- 
tration zu. In diesem Falle liegt Hemmung durch Affinitat des 
H3ammstoffs zum Enzym vor, wodurch der Enzym-Substrat-Ver- 
bindung ein Teil des Enzyms entzogen wird. . . 

2. Die Hemmung ist unabhingig vom Konzentrationsverhiltnis 
Substrat/Hemmungsk6érper und riehtet sich nur nach der ,Konzentra- 
tion des letzteren. In diesem Falle ist die Hemmung durch Herab- | 
setzung der Zerfallsgeschwindigkeit der Enzym-Substrat- 
Verbindung bedingt. 

Einigé charakteristische Beispiele beider Hemmungstypen wur- 
den zur Orientierung untersucht. Schon Quastel und Wooldridge?) 
und spiter Thunberg*) haben gezeigt, daB die Malonathemmung | 
der Succinodehydrase zum ersteren Typus gehért, was wir bestiitigen 
konnten (Fig. 3). Den zweiten Typ fanden wir realisiert in der Enzym- 
hemmung durch unspezifische Narcotion wie Chloralhydrat 
und Phenylurethan"*) (Fig. 3). 

Das Ergebnis der anschlieBend durchgefilrtten ‘Versuchsreihen mit 
Undecylbernsteinsiure (m/67) und. Dodecylbernsteinsaiure 
(m/133) als Hemmstoffen war insofern tiberraschend, als die erhaltenen 
Kurven (Fig. 4, I] und III) eigentlich keinem der beiden Hemmungs- 
typen entsprachen. Wohl nehmen die Hemmungen mit sinkender 
Substratkonzentration deutlich zu, allein diese Zunahme ist ungleich 
geringer als im Falle des Malonats, wobei noch zu bedenken ist, daB 





13) Vgl. D. Svensson, Skand. Arch. Physiol. 44, 306 (1923); K. ie Sen, 
Biochem. 5 25, 849 (1931). 
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Fig. 4. Hemmung der anaeroben Succinatdehydrierung durch m/67-Uadecyl- 
und m/133-Dodecylbernsteinsaure 

I Bernsteinsiure allein (O) II Bernsteinsiure + Undecylbernsteinsaure (X) 
III Bernsteinséure + Dodecylbernsteinséure (+) 


schon bei mittlerer Succinatkonzentration (z. 


B. 1,5 x 10m) die 


_Hemmung durch die beiden Alkylbernsteinsiuren mehrmals stirker 
ist als puree Malonsiure dhnlicher Konzentration. Es liegt nahe, die 
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beobachteten Hemmungskurven so zu deuten, da8 sich einer unspezi- 
fischen Hemmyng vom TypuSs 2 eine (schwache)-spezifische Hem- 
mung vom Typus 1 iiberlagert. 

Ging aber die Heramungswirkung der héheren Alkylbernstein- 
siuren nur teilweise auf ;,Fixierungsspezifitat‘ im Sinne Thunbergs 
zuriick, dann waren u. U. auch bei anderen Dehydrasen Hemmungs- 
effekte unspezifischer Art zu erwarten. Diese Frage wurde als nachste 
einer Priifung unterzogen. Tabelle 5 enthalt das Ergebnis der an En- 
zymmen verschiedener Herkunft ausgefiihrten Versuche mit m/67-Un- 


decylbernsteinsitre. : x 
~ Tabelle-d =P 





| t(Min.)| lu |y_y, : 
Ansitze t (Min. ) I mit Undecylbern- ep ae -100 
steinsaure | 





Enzyme aus Pferdeherz 


























Tppdrvereue sos ee >360 | (> 0,0028)| >360 |(<0,0028) — 
Bernsteinsiure m/27 .. . 6 0,167 14 0,071 57 
Bernsteinsiure m/267. . . 6 0,167 31 0,032 8l 
Leerversuch -- Co’. . . 24 (0,042) 57 (0,018) a 
Bernsteinsiure m/27 +- Co . 8 0,083 18 0,038 54 
Bernsteinsiure m/267 + Co| 11 0,049 34 0,019 78 
Milchsiure m/27+ Co . . 5 0,158 37 0,009 944 
Milchséiure m/267 + Co. . 11 — 0,049 36 0,010 80 
Apfelsiure m/27-+-Co . . 11 0,049 51 0,00196 96 
Apfelsiure m/267 +Co..j 21 0,006 52 0,00180 70 
Glutaminsiure m/27 + Co 6 0,125 31 | 0,014 89 
Glutaniinsiure m/267+ Co| 12 0,041} ---80 ~~ 0,015 63 
Enzym aus Hefe 
Leerversuch .° 6)3 603 8s 46° (0,0217)}| 193 (0,0052) — 
Milchsiure m/27..... 5 0,178 105 — 0,0014 98 
Milchsiure m/267 6 0,145 144 0,0018 99 
es Enzym aus Pferdeleber 3 
Leerversuch + Co .... 33 (0,030) 70 (0,014) 
Glucose m/3 + Co...... 11 0,061 18 0,042 31 
Glucose m/30 + Co 19 0,023 25 0,026. ~0 














Enzym aus Schimmelpilzen (Pen. glauc.) 











. ‘1 omm O,/5 Min, | Qo. 
Ansiitze - |}emm O,/5 Min.| Qo, | mit Undecylbern- ye Q, - 100 
steinsaiure O2 
Leerversuch .... 0 0 0 0 sek 
Glucose m/4 .... 143 344 153 367 me 1G 
Glucose m/40 .... 88 212 103 247 w- 17 

















In Spalte 1 sind Angaben iiber Art und Konzentration der verwendeten 
Substrate sowie tiber Coenzymzusatz (Co) enthalten. (Die Versuche mit Bern- 
steinséure liefen nochmals ohne und mit Coenzymzusatz mit, um einen even- 
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der aber nicht zu beobachten war.) In der 2. Spalte sind die Entfarbungszeiten t 
im Methylenblauversuch, in der 3. die nach 8. 78 unter Beriicksichtigung 
der Leerentfarbungszeit t, berechneten Entfirbungsintensitaéten I verzeichnet. 
Spalte 4 und 5 bringen die t- und I-Werte der entsprechenden Ansatze mit 
Undecylbernsteinsiurezusatz (tu bzw. Iy). In der letzten Spalte ist schlieB- 


lich die nach 27 a0 





. 100 berechnete prozentische Hemmung angegeben. 





3 I : 
Bei der Glucose-aerodehydrase aus Schimmelpilzen werden statt t und I 
die O,-Aufnahmen wihrend der ersten fiinf Minuten und die nach — ee ae q. 
daraus errechneten AtmungsgréBen Qo, eingesetzt. mg Enzym . st 


Aus Tabelle 5 ergibt sich, daB auBer Succinodehydrase offenbar 
zahlreiche andere, wenn auch nicht alle, dehydrierenden Fermente von 
hdheren * Alkylbernsteinsduren gehemmt werden. Diese _Hemmungs- 
wirkung bezieht sich insbesondere auf alle untersuchten Acidode- 


kunft eine unsichere bzw. tiberiaupt keine Hemmung erfahren. 


Im einzelnen ist noch bemerkenswert, 
daB die Abhiingigkeit der HemmungsgréBe r r 
von der Substratkonzentration bei Succino- 1400 
dehydrase in anderer Richtung liegt wie bei 
den_iibrigen Acidodehydrasen. Ob die bei 1300 
letzteren zu beobachtende Abnahme der 








Hemmungsgré8e mit abnehmender Sub- 7200 | ; 
stratkonzentration ein realer Effekt ist oder 7100 
auf Versuchsungenauigkeiten (etwa mit den j Py 
z.' I. geringen Differenzen zwischen t und t°® 7000 |. fa 
zusammenhingend) zuriickgeht, kann einst- 

._weilen nicht entschieden werden. Aber ‘ 9} 7 


selbst wenn bei den drei ,,Coenzymdehyd- 
rasen‘‘ der Hemmungseffekt von gler Sub- 
stratkonzentration una bhangig sein sollte, 
wiirde der in der anderen Substratabhangig- 
keit zum Ausdruck kommende spezi- 
fische Einschlag der Succinodehydrase- __ 
hemmung durch Alkylbernsteinsiuren be- 
stehen bleiben. 
‘ Zur GréBe der Hemmungen wire zu 
‘sagen, daB sie in der Reihenfolge Lactico-, 
Malico-,Glutaminodehydrase abnimmt, aber ; , + 
auch im letzteren Falle, soweit eine Aussage ge 
bei der verschiedenen Konzentrationsab- 
hingigkeit méglich ist, noch etwa so groB 
ist wie bei der Succinodehydrase. Die Lacti- 
codehydrase aus. Hefe erweist sich als 

















wesentlich empfindlicher als das Herz- Mn. F 
muskelenzym. Die geringe bzw. fehlende pig 5. Hemmung der p-Phenylendiamin- 
Hemmbarkeit der Gluc: sedehydrasen hangt und Bernsteinséureoxydation 
vielleicht mit dem Fehien von Affinitiats- oor ee 

a I p-Phenylendiamin 
stellen fiir die Fixierung von Carboxyl Ta >-Phandenieanie +: Uataett- 
gruppen tiberhaupt zusammen. Das Pilz- hernatalniines 
enzym, erwies sich zudem im Neutralgebiet II Berhsteinsiure 
auch als ungewohnlich unempfindlich gegen- . iis De Undecyl- 


¢ iiber unspezifischen Narcotica?*). 


14) W. Franke u. F. Lorenz, Liebigs Ann. 582, 1 (1937). 





hydrasen, wihrend die Glucosedehydrasen verschiedener Her- — 
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SchlieBlich wurde noch ein Enzym vom Oxydasetyp, das in 
der Herzmuskelsuspension neben Succinodehydrase stets vorkommt, 
untersucht, nimlich.die Indophenol- bzw. Cytochromoxydase"); 
auch hier wurde einwandfreie Hemmung beobachtet (Fig. 5). 


In Ansatzen, die denen der Fig. 2 entsprachen, wurde der Einflu8 von 
Undecylbernsteinsiure auf gleiche Konzentrationen von: p- -Phenylendiamin 
und Bernsteinsaiure untersucht. Einer etwa 90%igen Oxydationshemmung 
der letzteren entspricht eine etwa 60%ige Hemmung der ersteren. DaB die 
Indophenoloxydase gegen Narcotica weniger empfindlich ist als die Mehrzahl 
der Dehydrasen. war schon swisiracg bekannt *), 


4, Weitere Beobachtungen zur Wirkung der Alkylbernsteinsiuren 


Es war uns zunachst aufgefallen, daB beim Zusatz von Undecyl- 
bernsteinsiure zu kompletten Methylenblauansatzen ein Farbumschlag 
von Blau nach Smaragdgriin und zugleich eine Klarung der vorher 
getriibten Enzymlésung erfolgte. Auch die letztere alléin erfaihrt unter 
den gleichen Bedingungen eine ausgesprochene Farbanderung und. -ver- 
tiefung nach Rotgelb. Spektroskopisch beobachtet man in frischen 
Phosphatextrakten aus Herzmuskel ein wobhildefiniertes Hamatin- 
spektrum mit deutlichen Banden bei etwa 640, 580 und 530 mu sowie 
einer breiten Zone oberhalb 500 mu. Fiigt man Undecylbernsteinsaure 
hinzu, dann verschwindet vor allem die Linie im Rot bei 640 my, die 
Banden bei 580 und 530 my werden breiter und verwaschener und die 


breite in Endabsorption iibergehende Zone beginnt erst bei etwa 475 mu.» 


Diese Befunde erinnern an neuere Beobachtungen M. L. Ansons”’), 
wonach eine Reihe von Verbindungen (wie Seifen, Invertseifen, Alkyl- 
sulfonate, gallensaure Salze) eine Anzahl KiweiBkérper (Kialbumin, | 
Methaimoglobin u. 4.) am isoelektrischen Punkt denaturieren und 
das denaturierte Protein in Lésung halten. 


Die Denaturierung des Methimoglobins wurde dabei vorzugsweise op- 
tisch verfolgt: die starke Bande des nativen Methimoglobins im Rot ver- 


schwindet bei der Denaturierung. : 

Es konnte weiter gezeigt werden, daB bei der Denaturierung ein 
groBer Teil der Seifen usw. an das Protein gebunden wird. Zur Auf- 
lésung denaturierter EiweiBkérper durch die obengenannten Stoffe 
bemerkt Anson: ,,Diese Mittel sind alle extrem oberflichenaktiv und 
ihre hydrophoben Gruppen k6énnen sich mit hydrophoben Partikeln 
vereinigen, wobei diese hydrophoben Partikel von hydrophilen Gruppen 
umgeben sind“. Nach Pfankuch und Kausche!*) werden bei der 
Auflésung die denaturierten Proteine, vermutlich durch Ionenadsorp- 





15) Zur Identitatsfrage vgl. z. B. W. Franke in Nord-Weidenhagen, 
Handbuch d. Enzyrhologie S. 695f., 738f. (Leipzig 1940). 

16) Literatur siehe bei W. Franke in H. v. Euler, D. Katalasen u. d. 
Enzyme d. Oxydation u. eset S. 422, 525f. usw. (Miinchen 1934). 

17) Science 90, 256 (1939); J. gen. Ph ysiol. 28, 239 (1939); vgl. auch 
O. bts u. D. Jerchel, Kolicidz,, 101, 313 (1942). 

18) EK. Pfankuch u. GA. Kausche, Biochem.-Z. $12, 75 (1942). 
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tion aus den oberflaichenaktiven Ké6rpern, bis zu: recht erheblichen 
Ladungsbetragen umgeladen. 3 

Entsprechend fanden wir, daB auch die Natriumsalze einfacher 
héherer Fettsaiuren (wie Caprin- oder Laurinséiure) wie auch von 
Desoxycholsaure die gleichen spektralen Verainderungen an un- 
seren Enzymlésungen hervorbrachten wie Alkylbernsteinsiuren. Nach 
einigen orientierenden Enzymversuchen hemmen die héheren Fett- 
sduren ungefahr ebenso stark wie die Alkylbernsteinséuren mit gleicher 
oder um 1 héherer C-Zahl in der unverzweigten Kette. 


td 


Zusammenfassung 


1. In Erginzung von Stoffwechselbefunden von K. Thomas wurde 
die Wirkung alkylierter Bernsteinsiuren auf die enzymatische Dehydrie- 
rung der Bernsteinsiure und einiger anderer Substrate (Milchsaure, 
Apfelsiure, Glutaminsiure, Glucose) untersucht. Einige Versuche mit_ 
alkylierten Malonsiuren wurden im Zusammenhang damit: ausgefiihrt. 

2. Alkylmalonsiuren hemmen im Gegensatz zur Malonsdure die 
Succinodehydrase nicht. 

3. Von den alkylierten Bernsteinsiuren werden Methyl- und 
Athylbernsteinsiure von Succinodehydrase langsam dehydriert. 

’ 4, Bei geringem (2—4fachem) Uberschu8 der Alkylbernsteinsiuren 
gegentiber Bernsteinsiiure beobachtet man erst vom Octylderivat ab 
Hemmungen, die sich bis zum Dodecylderivat sehr verstarken. Die 
Hemmung setzt sich offenbar aus eihem unspezifischen und einem 
spezifischen Anteil zusammen. 

5. Bei anderen dehydrierenden Enzymen als Succinodehydrase 
kommt der letztere in Fortfall. Verschiedene Acidodehydrasen wurden 
erheblich, Glucosedehydrasen kaum oder nicht gehemmt. Auch Indo- 
phenoloxydase erfihrt eine Hemmung. 

6. Beqbachtungen iiber Farbaénderung und Klaérung von Enzym- 
lésungen bei Zusatz von alkylierten Bernsteinsiuren weisen darauf-hin, 
daB letztere in allgemeinerer Form eiweiBdenaturierend wirken. Sie 
teilen diese Eigenschaft mit héheren Fettsiuren, Gallensiuren und 
ahnlichen stark oberflichenaktiven Stoffen. 


| Der Gesellschaft zur Forderung der Wissenschaften an 
- der Universitit Wurzburg s sei fiir finanzielle Férderung der Arbeit 
- bestens gedankt. 
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Antigene und Krebs (VI) ’) 
Von 
F., Micheel und H. Emde 


[Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitit Miinster (Westf.)] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1943) 





In der IV. Mitteilung*) wurde berichtet, daB Mause mit einem Benz- 
pyrendepot von 1 mg, die wahrend der Versuchszeit einen entziind- 
lichen AbszeB auf der Riickenhaut (nicht an der Stelle des Depots, 
das stets an der linken Flanke lag), tiberstanden, frei von Tumoren 
blieben; die Kontrolltiere zeigten nach 158 Tagen 76°%/, Tumortrager. 
Da das Infektionsmaterial aus zeitbedingten Griinden verloren ging, 
und es uns trotz mehrfacher Bemihungen nicht gelang, durch Ver- 
Jletzen der Riickenhaut und Offenhalten der nicht gereinigten Wunde 
eine ahnliche Infektion, wie die seinerzeit beschriebene, zu erhalten, 
haben wir einen anderen Weg eingeschlagen. Mausen, die in tiblicher 
Art an der, linken Flanke ein Benzpyrendepot von 2 mg erhalten 
hatten, wurde auf dem. Riicken die vorher mit Calciumhydrosulfidbrei 
enthaarte oder kurzgeschorene Haut mit konzentrierter Schwefelsiure 
geitzt (2mal im Abstande von 4 Wochen). Ks bildete sich eine schorfige 
Kruste, und die Wunden waren zum grodBeren Teile entziindet. Die 
Tumorrate bei diesen Tieren erreichte nach 100 Tagen 15°%/, und war 
auch nach 230 Tagen nicht héher, lag also niedriger als die mit den 
wirksamsten Antigendosen bisher erzielten. (Unbehandelte Kontroll- 
tiere mit 2 mg Benzpyren geben 85—90°/, Tumortriger.) Die EKinzel- 

: heiten ergeben sich aus der im Versuchsteil gegebenen Tabelle. Wir 
haben nach Ablauf der Versuchszeit die Tiere getétet, die Haut an 
der Injektionsstelle geéffnet und im vom sichtbaren gefilterten, ultra- 
violetten Licht festgestellt, daB an dieser Stelle noch die intensive 
Fluoreszenz des Benzpyrens auftritt. Ahnliche Versuchsreihen unter 
Veratzung der Haut mit anderen.Mitteln sind noch nicht abgeschlossen. 
Eine Deutung des Effekts soll' noch nicht gegeben werden; es scheinen 
uns aber zunichst zwei Mdéglichkeiten in Betracht zu kommen: Ent- 
weder wirken die durch das Atzmittel erzeugten Abbau- und Umwand- 
lungsprodukte der EiweiBstoffe wie Antigene, oder die auf den Atz- 
stellen angesiedelten Bakterien haben Antigene an die Tiere abgegeben. 

Wir berichten ferner kurz iiber die Ergebnisse der Antigenbehand- 
lung von mit Benzpyren behandelten Reinzuchttieren. Die bisher be- 
schriebenen Versuche bezogen sich auf gewohnliche weiBe oder farbige 
Mause, die aus eigener Zucht oder aus dem Handel stammten. Bei 








1) V. Mitteilung, H. 275, 258 (1942). “i. 
- #) Micheel u. Emde, H. 275, 215 (1942). | 
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der groBen Zahl der fiir die Versuchsreihen verwandten Tiere lassen 
sich trotz der individuellen Verschiedenheiten der einzelnen Tiere zu- 
verlissige Durchschnittswerte erhalten. Fiir unsere Versuche mit Rein- 
zuchttieren standen uns Mause des Swiss-Stammes und des dilute- 
brown-Stammes zu Verfiigung*). Beide Stémme zeigten ein bemerkens-__ 
wertes und unterschiedliches, Verhalten. Die Swiss-Miause erwiesen sich 
von vornherein als sehr empfindlich gegeniiber haufigen Antigengaben 
von 15y. Wegen des starken Ausfalls durch Todesfaille wurden die 
Antigendosen auf 10y herabgesetzt. Bei den Tieren dieses Stammes 
fanden sich auch bei einem Benzpyrendepot von 1 mg auBerordentlich 
friih reichlich Tumortrager. Ein Unterschied in der Tumorrate bei mit 
Antigen behandelten und ,unbehandelten Tieren lag innerhalb der 
Fehlergrenze. Die behandelten Tiere erreichen lediglich den End- 
zustand erheblich langsamer. Dieser Stamm diirfte also gegeniiber 
Benzpyren so empfindlich sein, daB eine Antigenbehandlung mit den 
verhaltnismaBig niedrigen médglichen Dosen unwirksam bleibt. Ab- 
weichend verhielten sich Tiere des dilute-brown-Stammes. Es wurden 
Versuchsreihen mit einem Benzpyrendepot von 2mg und von 1-mg 
und Antigengaben von 10y Pferdeserumalbumin durchgefihrt. Bei 
dem gréBeren Depot von 2 mg Benzpyren war auch hier der erreichte 


~~Endzustand bei den mit Antigen behandelten und den unbehandelten 





Kontrollen innerhalb der Fehlergrenze gleich. Bei einem Benzpyren- 
depot von 1 mg blieb jedoch die Tumorrate bei 10 y Antigengabe bei 
weniger als 30°/, stehen, wihrend sie bei den unbehandelten Kontrollen 
etwa 46°/, erreichte. Diese Versuche an Reinzuchttieren zeigen, wie 
wichtig die Dosierung von Benzpyren und Antigen zur Erzielung der 
Effekte ist. Bei héheren Benzpyrengaben reicht die Wirksamkeit des 
Antigens nicht aus, um Erfolge zu erzielen. “ndererseits wirken héhere 
Antigengaben so stark schidigend, da ebenfalls keine Erfolge zu er- 
kennen sind. Derartige Befunde sind bei gewdhnlichen Mausen mit 
verschiedenartigster Erbanlage nicht zu erzielen*). Die weiteren Ver- 
suche an Reinzuchttieren sind deshalb von besonderer Bedeutung. 
Weiterhin war von erheblichem Interesse die Frage der Beein- 
flussung von Impftumoren durch Antigengaben. Heltlner und Last- 
haus (Chirurgische Klinik Minster) unternahmen es, das Angehen und 
das Wachstum von Ehrlichcarcinomen der Maus bei Antigengaben ~ 





3) Aus der Tumorfarm der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 

4) In einer kiirzlich erschienenen Arbeit berichtet A. Rosenbohm (Z. 
Krebsforsch. 58, 307 [1943]) auBer tiber Versuche zur Behandlung von spon- 
tanen Mammacarcinomen der Maus mit einem als ,,Schlangengiftantikérper- 
serum (Naja)‘‘ bezeichneten Praiparate und von Benzpyrensarkomen mit 
| gréBeren Depots des Giftes von Vipera ammodytes auch tiber die Behandlung 
von Benzpyrentumoren mit Gift einer nicht angegebenen Najaart nach unserer 
Versuchstechnik. Die Erfolge waren negativ. Angesichts der Bedeutung der 
Qualitaét und Dosierung des Antigens fiir die Erzielfing: positiver Ergebnisse 
ist es an Hand der Angaben von Rosenbohm nicht méglich, die Ursache fiir 
die Verschiedenheit seiner Befunde von unseren zu erkennen. Die D.L.M. seines 
Najagiftes wird von Rosenbohm nicht angegeben. 
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zu priifen. Die Befunde von Lasthaus zeigen eindeutig, daB ein Unter- 
schied zwischen antigenbehandelten und nichtbehandelten Tieren nicht 
festzustellen ist. Zu gleichen Ergebnissen kamen unsere eigenen Ver- 
suche mit dem Aszitestumor der Maus’). ° 

Wir bedienten uns dabei nicht der von Lettré*) angewandten 
Technik, die Zunahme der Aszitesfliissigkeit durch Wagen des Gesamt- 
tieres zu bestimmen, Da mit der Vermehrung der Aszitesflissigkeit ein 
mehr oder minder starkes Abmagern der Tiere einhergeht, erwies sich 
das Gesamtgewicht bei unseren Versuchen als kein befriedigendes MaB. 
Wenn man jedoch die Tiere nach bestimmten Zeiten tétet und nach 
Offnen der Bauchdecke die Aszitesfliissigkeit mit einer Spritze ohne 
Kaniile abzieht und mi8t, so wird die Streuung der Werte, die auf das 
Anfangsgewicht der Tiere zu beziehen sind, geringer. Vielfach findet 
man, da Tiere mit geringerer Gewichtszunahme die groferen Mengen 
Aszitesfliissigkeit besitzen. Die Versuche mit Aszitesmausen zeigten 
nun ebenfalls, daB eine Beeinflussung’ der Bildung und Menge des 
Aszites durch Antigengaben nicht zu erreichen ist. Wir schlieBen daraus, 
wie schon in der V. Mitteilung’) ausgefiihrt. wurde, daB es nicht mehr 
méglich ist, den einmal manifesten Krebs durch Antigenbehandlung. 
in nenneaswertem MzSe zu beeinflussen, da8 hingegen die Bildung 
des Krebses (zunichs' Jes durch chemische Reize gebildeten) in hohem 
Make beeinfluBt wird. Es wird von weiterem Interesse sein, festzu- 
stellen, inwieweit sich die Entstehung von Spontantumoren durch 


Antigenbehandlung unterbinden 1aBt. ‘ 


Versuche. Die Versuchsbedingungen waren im allgemeinen die gleichen,. 
wie sie in der I. Mitteilung*) beschrieben sind. Die Veratzung mit konz. H,SO, 
erfolgte auf der Mitte des Riickens unmittelbar itiber der Wirbelsiule. Vor dem 
Auftupfen der konz. H,SO, (ein Tropfen mittels Glasstab, der einen Durch- 
messer von.0,3cm hatte) wurde ein Teil der Riickenhaare durch Auftragen 
einer Caiciumsulfhydrataufschwemmung oder durch Scheren mit einer Haar- 
schneidemaschine entfernt. Die erste Beharidlung erfolgte zwischen der 1. und 
2. Benzpyreninjektion, die zweite nach weiteren-vier Wochen. Zu dieser Zeit 
war die durch die erste H,SO,-Behandlung hervorgerufene Veritzung im all- 
gemeinen abgeheilt. 

Fiir die Aszitesversuche kam als Antigen Pferdeserumalbumin (bis zu 
50 y jeden 2. Tag) zur Anwendung. Die Serien umfaBten durchschnittlich 10 bis 
20 Tiere, die 0,2ccm einer Impfflissigkeit intraperitoneal-erhielten, die aus 
einer Aszitesfliissigkeit durch Verdiinnen mit dem gleichen Volumen physiolo- 
gischer Kochsalzlésung gewonnen waf. Nach 10—14 Tagen wurden die Tiere 
getétet, die Aszitesfliissigkeit nach Offnen der Bauchdecke mit einer Injektions- 
spritze (ohne Kaniile) abgepumpt und das Volumen in einem Mefzylinder er- 
mittelt. Die Durchschnittswerte der einzelnen, Serien bewegten sich zwischen 


0,9 und 3,7 ccm Aszitesfliissigkeit. Die untereinander vergleichbaren Serien, 


die mit dem gleichen Impfmaterial gespritzt waren, wiesen nur geringe Unter- 
schiede auf. Auch mehrmalige Passagen der Aszitesflissigkeit von Pferdeserum- 


albuminserien fihrten zu keinem Erfolg. 





5) Loewenthal u,” Jahn, Z. Krebsforsch. 37, 439 (1932). 
6) Lettré, H. 268, 59 (1941). 

7) Micheel, Emde u. Dérner, H. 275, 262 (1942). 
8) Micheel u. Emde, H. 266, 256 (1940). Oe 
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Zahl | mg Bzp. arg ere Tumor- | Frei von oe 
d. in Menge D silo triger | Tumoren 60 
Tiere | Olivendl | Antigen | g,Gaben | Zahl | %| Zahl | % Tagen *) 
309 2x1 — _2malige 1 12 |92 179 
Veratzung| 2 11 | 85]. 
3 m. konz. 2 11 | 85 
a H,SO, 
10g | 2x1 — — 7 | 70} 3 |30 0 
dilute : 7 70 3 | 30 
brown 9 90 1 | 10 ‘ 
109 | 2x1 Pferde- | ab Bap. 6 | 60} 4 |40 | Ais 
dilute | 2xl serum- | Spritzg. 6 | 60} 4 |40 
brown albumin | 2mali. d. 8 -| 80) 2 |20 
: 10» |WochelOy| — 
id 2x1 _ _ 3 | 75) 1 [25 30° 
Swiss | 4 |100; O | O 
8c 2x1 Pferde- | ab Beginn| 3 | 33) 6 {67 i Ko 
29 serum d. Bzp.- 8 | 90} 1 {10 
Swiss. albumin | Spritzg. 8 | 90} 1 |10 
10-y 2 mal i. d. 
Woche 10y 
159 2x0,5 — — 3 | 23} 10 |77 29 
dilute } . : 6 | 46) 7 |54 
brown 6 | 46] 7 |54 
23¢ 2x0,5 | Pferde- | 4Wochen|. 1 13 | 93 8c 
dilute serum- | vor der 3 | 21; 11 |79 
brown albumin | Bazp.- 4 | 28) 10 |72 
10 y Spritzung; 4 | 28} 10 |72 
u, dann- 
weiterhin 
2 mal i.d, 
Woche 15y 
3c 2x0,5 -- 1, 2 | 67 0 
Swiss 2 167; 1 133 ; 
3 |100; O07; 0 
80 2x0,5 | Pferde- | 1 Woche & 2 |20 0 
29 serum- |v.d. Bzp.-| 8 2 120 
Swiss albumin | Spritzung 
15 y und dann 
weiterhin. 
2mal i. d. 
Woche l5y 


Dem Reichsforschungsrat danken wir fiir die Un 








Arbeiten. 


























terstiitzung unserer 


*) Die bis zum 90. Tage ohne Tumor gestorbenen Tiere sind hierin ent- 


halten. 
#*) Die Serie wurde kurz nach diesem Termine durch Feindeinwirkung 


vernichtet, 
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Synthese von Verbindungen des Pektins mit Eiweifstoffen 
(Antigene und Krebs, VII. Mitteilung')) 


Von 
F, Micheel und H. Dorner 
[Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitit Miinster (Westf.)] 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1943) 


Fiir die Verhinderung der Bildung von Benzpyrentumoren durch 
Antigenzufuhr wurde neben natiirlichen Antigenen als erstes syn- 
thetisches Antigen ein Kupplungsprodukt von O-Glucosido-N-carbo- 
benzoxy-tyrosin an Gelatine verwendet?). Bei der Synthese weiterer 
Antigene suchten wir zunichst die Frage zu kliren, welche Reste in 


einen nichtantigenen EiweifSstoff eingefiihrt werden miissen, um ihm 


antigene Eigenschaften zu verleihen. Es ist bisher nicht mit Sicherheit 
entschieden, ob ein Antigen Tyrosinreste und Kohlenhydratreste gleich- 
zeitig oder nur einen von beiden enthalten mu8.- Das nichtantigene 
Insulin enthalt 12°/, Tyrosin, jedoch kein Kohlenhydrat, wihrend in 
der Gelatine, die allenfalls a4uBerst schwach als Antigen wirkt, kein 
Tyrosin, aber geringe Mengen an Kohlenhydrat (0,52°/,) enthalten sind. 

Da die Kohlenhydratkomponente natiirlicher starker Antigene als 
Polysaccarid vorliegt, zogen wir bei diesen Versuchen nunmehr ein 
Polysaccharid fiir die Kuppelung an Eiwei8 heran. AuBerdem schien 
es uns wichtig, die Verkniipfung nicht durch eine haufig verwendete 
unbiologische Azogruppe, sondern durch die Peptidbildung —CO-NH | 
vorzunehmen. Als Polysaccharidkomponente diente aus diesen Er- 
wigungen das Pektin*). Dies wurde zunichst zur Vervollstandigung 
der Veresterung seiner Carboxylgruppen mit Methanol-Salzsiure in 
seinen Methylester iibergefiihrt (im folgenden ,,lusterpektin® genannt). 

Der Umstand, daf dabei eine gewisse Spaltung des Pektinmolekiils 
eintritt, wurde in Kauf genommen, da der Polysaccharidcharakter des 
Produktes gfundsatzlich nicht gedindert wird. Dies Esterpektin (I) mit 
einem durchschnittlichen Methoxylgehalt von 13—14°/, wurde in das 
Hydrazid (IT) und letzteres in das Azid tbergefiihrt (III). Dieses 
wurde mit Gelatine zu einem’ als Pektin-gelatine (IV) bezeichneten 
Stoffe gekuppelt. Es ist zu vermuten, daB es sich hier um einen recht 
hochmolekularen Stoff handelt. Die auf die verschiedenen Stellen der 
Pektinmolekiile verteilten Azidgruppen- diirften mit den an verschie- 





1) VI. Mitteilung vgl. 8. 88. 

2) H. 275, 258 (1942). 

3) Wir verwandten fiir die folgenden Sane ahelpedots’ das uns die 
,,Opekta“ G. m. b. H. in liebenswirdiger Weise zur Verfigung stellte. Es sei 
bemerkt, daB sich die Kupplungsprodukte anderer Pektine 1 in ihren Heaetetng 
produkten abweichend verhalten -kénnen. 
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denen Stellen der Gelatinemolekiile vorhandenen. Aminogruppen rea- 
gieren, so daB ein aus Pektin- und Gelatineresten gebildetes, mosaik- 
artiges Molekiil entsteht. Dabei wire eine Anordnung méglich derart, 
da mehrere Azidgruppen eines Pektinmolekiils mit mehreren Amino- 
gruppen eines Gelatinemolekiils reagiert haben. Da wir uns noch nicht 
naher mit der Struktur der Pektin-gelatine beschaftigen konnten, sind 
diese Angaben als vorliufig zu betrachten. Der Pektingehalt, der nach 
Umsetzung mit Orcin-Schwefelsiure (vgl. Versuchsteil) kolorimetrisch 
ermittelt wurde, lag je nach der Arbeitsweise zwischen 26—42°/, Pektin. 

‘ Molekulargewichtsbestimmungen konnten aus auBeren Griinden noch 
nicht ausgefiihrt werden. 

Es war nun zur Priifung der Richtigkeit der obigen Fragestellung 
von Interesse, Stoffe zu synthetisieren, bei denén nicht die Kohlen- 
hydratreste unmittelbar, sondern tiber andere Reste an EHiweiB ge- 
bunden waren. Zu diesem Zwecke wurde das aus Esterpektin erhaltene 
Azid (III) zunaichst mit Tyrosin- aithylester zum Pektin-N-tyrosinester 
(V)+) umgesetzt, letzterer in das Hydrazid (VI) iibergefiihrt und daraus 
das Azid (VII) mit Gelatine gekuppelt. Der Pektingehalt dieses Stoffes 
(VIII) betrug 16,5—17,5°%,. 

Es. schien uns ferner von Interesse, zu priifen, ob dem Glucosamin- : , 
rest, der als Bestandteil von Kohlenhydratkomponenten von Proteiden 
bekannt ist, eine Bedeutung mit Bezug auf den Antigencharakter von 
EiweiBstoffen zukommt. Wir haben deshalb das Pektinazid (ITI) auch 
an Cyiposauiiniss ured Ghysenhes gekuppelt und den Pektin-N-glucos- 
aminsiaureester (IX a)*) tiber das Hydrazid (IX b) in das Azid (X) iiber- 
gefiihrt. Letzteres wurde ebenfalls an Gelatine zur Pektin-glucosamin- 
siure-gelatine (XI) gekuppelt. Der Pektingehalt dieses Stoffes betrug 
249/,. Glucosaminsiure ist ohne EinfluB auf die Orcinreaktion. Uber 
‘den méglichen Aufbau und die Molekulargewichte der Pektin-tyrosyl- 
gelatine (VIII) und der Pektin-glucosaminsiure- gelatine (XI) gilt das 
gleiche, wie es von der Pektin-gelatine (IV) gesagt wurde. Da nach 
den friiheren Befunden an synthetischen Gelatineantigenen5), *) zu ls 
vermuten war, dai die Pracipitinreaktion der Gelatineantigene mit 
den homologen Seren nicht auftreten wiirde, wahrscheinlich wegen der 
zu groBen Léslichkeit der Antigen-Antik6rperverbindungen, die eine 
Gelatinekomponente enthalten, wurden fiir die Kreuzreaktion analoge 
Antigene mit einer EiweiSkomponente synthetisiert, die aus Pferde- 
serumglobulin bestand: also das. Pektin-globulin (XII), das Pektin- 
tyrosyl-globulin (XIII) und das Pektin-glucosaminsaure-globulin (XIV). 

Die immunologische Untersuchung der Priaparate IV, VIII, XI, XII, 

XIII und XIV erfolgte mit Kaninchen nach ahnlicher Methodik, wie 














4) Nach der qual. Priifung sind daneben geringe Mengen O-Derivat (mit 
freier NH,-Gruppe) vorhanden. Die Bestimmung des van ce aes aac roan 
kann aus diuBeren Griinden erst in einiger Zeit erfolgen. 


5) H. 275, 258 (1942). ; 
6) Clutton, weiss u. Guill, Biochem. J. 32, 1111 (1938). 
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sie in der V. Mitteilung ?) angewandt wurde und wie sie im Versuchs- 
teil im’ einzelnen angegeben wird: Der Antigencharakter wurde durch 
die Pricipitinreaktion ermittelt. Dabei zeigte sich Folgendes: Pektin-. 
gelatine (IV) gibt weder mit dem homologen Serum noch mit dem aus 
Pektin-globulin (XII) eine Pracipitinreaktion. Ebenso gibt Pektin- 
globulin (XII) mit dem Serum von IV keine Reaktion, jedoch mit 
seinem homologen Serum eine kraftige Fallung*). Danach wire Pektin- 
gelatine nicht als Antigen anzusprechen. Einschrankend ist jedoch zu 
beachten, daB das Ausbleiben der Pracipitinreaktionen kein unbedingter 
Beweis fiir dié Abwesenheit von Antikérpern ist, da die Léslichkeit: . 
der Antigen-Antikérper-verbindung grof sein kann. Pektin-tyrosyl- 
gelatine (VIII) gibt mit seinem homologen Serum ‘kein Pracipitat, 
jedoch mit dem Serum aus Pektin-tyrosyl-globulin (XIII). Ferner 
gibt Pektin-tyrosyl-globulin (XIII) eine Fallung mit dem Serum aus 
Pektin-tyrosyl-gelatine (VIII). Es ist'daraus zu folgern, daB die Pektin- 
tyrosyl-gelatine (VIII) ein Antigen ist. 

Die Versuche tiber die Immunisierungsreaktionen mit den tyrosin- 
haltigen XKuppelungsprodukten waren insofern schwierig, als die Stoffe 
VIII und XIIT sich im Gegensatz zu den andéren Kuppelungspro- 
dukten, die reaktionslos vertragen werden, durch bedeutende und eigen- 
tiimliche Giftigkeit auszeichneten. Die 4uBerlich erkennbaren An- 
zeichen der Vergiftung sind folgende: gekriimmter Sitz mit unter den 
Leib gezogenen Hinterbeinen, stark verlangsamte Atmung, Stumpfheit, 
Aufhéren jeglicher FreBlust, Entziindung der Augen, in schweren 
Fallen Triibung des Augeninnern unter Erblindung, einige Stunden 
vor dem Tode Seitenlage unter sehr starker Verlangsamung der Atmung. 
Bei weniger schweren Fallen, insbesondere bei Aussetzen der Injek- 
tionen, kann trotz starker Abmagerung nach 8—1l4 Tagen langsam 
Gesundung eintreten. Es wird darauf noch in einer spiteren Verdéffent- 
lichung zuriickzukommen sein. Durch dies Verhalten entstanden er- 
hebliche Verluste unter den Kaninchen. ives 

Pektin-glucosaminsaure-gelatine (XI) verhalt sich analog wie Pektin- 
gelatine (IV), d. h. es tritt weder mit dem homologen Serum noch mit. 
dem aus Pektin-glucosaminséure-globulin (XIV) Pracipitatbildung ein, 
ebensowenig zwischen Pektin-glucosaminsaure-globulin und dem Serum 
'. aus Pekti -glucosaminsiure-gelatine. Daraus wire zu falgern, dab 
Pektin-pléoa cosaminsaure-gelatine kein Antigen ist. 

Ein gewisser Vorbehalt ist jedoch zu machen: Wir, haben Kishen 
die Pracipitinreaktionen in iiblicher Art mit den Seren ausgefihrt. Die 
Beobachtung, daB die Pracipitatbildung bei den positiven Reaktionen 
mit Pektin-tyrosyl-derivaten nur verhaltnismaBig gering ist, 14Bt ver- 
muten, dab der Eintritt des Pektinrestes die Léslichkeit der Antigen- 





7) H. 275, 258 (1942). 
8) Nach Untersuchungen von Rothschild, Enzymologia 5, 329 (1938) 


vermag Pektin gemeinsam mit Schweineserum injiziert, zur Bildung von spe- 
zifischen arene ss Anla8B zu gebun. -Es. wirkt also als Hapten. 
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_ Antikérperverbindung weiter erhéht, wie es die Gelatine bereits tut, 
so daB gegebenenfalls auch die Kreuzreaktion ausbleiben kénnte. Aus. 
aiuBeren Griinden konnten wir bisher die Steigerung der Empfindlich- 
keit der Reaktion durch Adsorption der Antigene und Antikérper an 
Tragersubstanzen [Kollodium®)] nicht durchfiihren. 

Insgesamt wire fiir diese Pektin-EiweiBverbindungen nach den 
bisherigen Befunden zu sagen, da8 Pektin fiir sich an Gelatine gekuppelt. 
noch kein Antigen ergibt, sondern daB erst die Zwischenschaltung von. 
Tyrosinresten antigene Eigenschaften hervorruft. Glucosaminsaure kann 
in dieser Beziehung nicht die Rolle des Tyrosins ersetzen. Es darf je- 
doch noch nicht daraus gefolgert werden, daB diese Bedingungen all- 
gemein fiir den Antigen- oder Nichtantigencharakter: eines Eiwei8- 
stoffes gelten. at 

Die Priifung der veipolitidiomnes beschriebenen Pektin- EKiweiB- 
produkte auf ihre Fahigkeit, das Auftreten von Benzpyrentumoren zu 
unterbinden, ist bisher nur an der Pektin-gelatine (IV) abgeschlossen. ° 
Sie hat ergeben, daB dieser Stoff anders als die friiher!) beschriebene 

' O-Glucosido-N-carbobenzoxy-tyrosyl-gelatine nicht in der Lage ist, 

eine Unterbindung des Auftretens von Benzpyrentumoren herbeizu- 

fiihren (Einzelheiten im Versuchsteil). Dies steht in Ubereinstimmung 
mit der oben beschriebenen Feststellung, da8 er wahrscheinlich keine 
antigenen. Kigenschaften besitzt1). | 


Versuche: ‘ oo 


Als Ausgangsmaterial diente Pektin. ( Opekta“‘), das durch\ dreimaliges 
Umfallen aus Wasser mit 70%igem Athylalkohol gereinigt wurde, 

Pektin-methylester (I): Das gereinigte Pektin wird durch 6—7-stiin- 
diges Kochen in absolutem Methanol (3% HCl) verestert. Es wird abzentrifugiert, 
zur Entfernung der Salzsiure mehrfach auf der Zentrifuge gewaschen und eine 
Probe zur Analyse getrocknet. Fiir die Weiterverarbeitung wird die Gallerte 
unmittelbar verwendet. Ausbeute (Trockensubstanz) etwa 50% des Avan gy 

ektins. 
4,221 mg Sbst., 6,915 mg CO,; 2,050 mg H,O 
2,897 mg Sbst., 2,890 mg AgJ 
Gef. C 44,7 H 5,43 CH,O 13,18'?). 


Pektin-hydrazid (II): 185 g .des gallertigen Esterpektins werden 
in 250ccm absolutem Methanol suspendiert, mit 1,5 g Hydrazinhydrat ver- 
setzt und 2—3 Tage bei 38° im Brutschrank aufbewahrt. Sodann wird mehr- 
fach mit absolutem Methanol ausgewaschen, zuletzt unter Sattigung mit CO, 


®) Goodner, Science 94, 241 (1941). 

10) H. 275, 258 (1942). 

11) In einer uns erst Ende 1942 zuganglich gewordenen Mitteilung schreibt. 
Weiclhardt [4. Hyg. 128, 445 (1942)], daB die Beweise fir die entscheidende 
Bedeutung des Antigencharakters bei unseren Ergebnissen nicht iberzeugen 
_ kénnen und deutet unsere Befunde im Sinne seiner unspezifischen Therapie. 
Es ist jedoch in unserer V. Mitteilung [Micheel, Emde u. Dorner, H. 275, 
258 (1942)] der eindeutige Beweis fir die Notwendigkeit des Antigencharakters 
erbracht. 

12) Alle Analysensubstanzen waren im Hochvakuum bei 50° bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet, | 3 
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zur Neutralisation und Entfernung des Hydrazins mit 90—95%igem Methanol 
ausgewaschen. Auch Dialyse ist zur Reinigung geeignet. 
2,789 mg Sbst., 0,282:cm*® N, (753 mm, 21,5°%) 
3,540 mg Sbst., Spuren AgJ : 
Gef. N 11,61 CH,O 0. : 
Die Werte verschiedener Praparate fiir Stickstoff liegen zwischen 11,5 
und 13,5%; mitunter ist ein geringer Methoxylgehalt vorhanden. ‘ 
Pektin-azid:(II1). Das Esterpektin-hydrazid wird in 2%iger Salz- 
siure gelést und unter Eiskiihlung mit einem geringen UberschuB von 30%iger 
Natriumnitritlésung versetzt. Das Azid wird mit Dioxan ausgefallt, abzentri- 
fugiert und zweimal mit Dioxan ausgewaschen. Fir die weiteren Umsetzungen 
wird es unmittelbar in wenig Wasser gelést verwendet. 

_ Pektin-gelatine (IV). Fir die Kuppelung wurde die Pektin-azid- 
lésung unmittelbar verwendet. Es wurde die doppelte Gewichtsmenge Gelaiine 
{Holborn), wie Pektinhydrazid, in das Azid itibergefiihrt worden war, zu einer 
1%igen Lésung in Wasser gelést, mit n/10-Natronlauge gegen Phenolphthalein 
alkalisch gemacht und unter Eiskiihlung mit der Pektin-azidlésung versetzt. 
Durch weitere Zugabe von n/10-Lauge wird die Reaktionslésung alkalisch ge- 
halten. Nach etwa 20 Minuten wird mit n/10-Essigsiure angesiuert und die 
ausgefallene Pektin-gelatine tiber Nacht im Eisschrank absitzen gelassen. Sodann 
wird abzentrifugiert und 5—6mal auf der Zentrifuge mit Wasser ausgewaschen. 
Pektin-gelatine aus diesen Ausgangsmaterialien in dieser Art hergestellt ist in 
Wasser bei 30—40° kolloid léslich. Der Pektingehalt dieses und der folgenden 
Stoffe wurde kolorimetrisch im Zeiss-Pulfrich-Photometer mit Orcin in 


‘schwefelsaurer Lésung in der gleichen Art, wie in der V. Mitteilung?) beschrieben, 


bestimmt. Bezogen wurde auf eine mit Pektin aufgestellte Eichkurve. Gela- | 
tine und Globulin fiir sich geben die ihrem Kohlerhydratgehalte entsprechenden 
Farbungen. Der Pektingehalt verschiedener Pektin-gelatine-priparate lag bei 
etwa 26°%; doch haben wir auch Praparate mit einem Gehalt bis zu 42% er- 
halten. Fiir die weiteren Versuche diente ein Praparat mit einem Pektingehalt 
von 26.3%. é . 

4,549 mg Sbst.: 7,870 mg CO,, 2,450 mg H,O, 0,014 mg Riickstand 

2,996 mg Sbst.: 0,359 cm®N, (756 mm, 22,5°) : 

Gef. C 47,21 H 6,05 Rickstand 0,38 N 13,77. 

Pektin-globulin (XII). Zur Verwendung gelangte ein Praparat von 
Pseudoglobulin aus Pferdeserum. Es wurde von der Hauptmenge Euglobulin 
durch Dialysieren seiner elektrolythaltigen Lésung gewonnen, wobei das Euglo- 
bulin ausfiel. Die Kuppelung mit Pektin-azid und die Aufarbeitung ge- 
schehen analog wie fiir die Pektin-gelatine beschrieben. Pektingehalt 15,5°/,. 

4,121 mg Sbst.: 7,620mg CO,, 2,420 mg H,O 
3,005 mg Sbst.: 0,320 cm? N, (762 mm, 24,5°) 
Gef. C 50,46 H 6,57 N 12,25. 


Pektin-N-tyrosyl-athylester (V). Der Tyrosin-athylester wurde_in 


' wblicher Art gewonnen 3), Eine wa8rige Lésung von 1 Gewichtsteil Tyrosin- 


ester-hydrochlorid wird mit 6%iger Natriumbicarbonat- und 3%iger Natrium- 
carbonatlésung auf einen py-Wert von 7,5—8,1 eingestellt und mit einer, wie 
oben beschrieben, aus 2 Gewichtsteilen Pektin-hydrazid bereiteten Lésung von 
Pektin-azid unter Eiskiihlung versetzt. Nach 15--20 Minuten wird mit 10%- 
iger Essigsiure angesiuert und der Pektin-tyrosinester mit Dioxan oder Al- 
kohol ausgefallt. Der amorphe Niederschlag wird einige Male mit waBrigem, 
zum Schlu8 mit absolutem Alkohol gewaschen. 

4,900 mg Sbst.: 7,610 mg CO,, 2,490 mg H,O 

4,615 mg Sbst.: 0,0686 cm? N, (721 mm, 22°) 

4,505 mg Sbst.: 1,420 mg AgJ 

Gef. C 42,38 H 5,68 N 1,63 C,H,O 6,05. 





13) E, Fischer, B, 84, 451 (1901). 
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Pektin-N-tyrosyl-hydrazid (VI). Fir die Heesaitins des Hieienaide 
wurde der nicht getrocknete Pektin-tyrosylester (V) unmittelbar verwendet. 
Der Umsatz mit Hydrazin erfolgt analog wie bei II beschrieben. Das Reaktions- 
produkt wird einige Male mit absolutem Alkohol gewaschen, CO, eingeleitet, 
sodann in Wasser gelést, das Hydrazid mit Alkohol oder Dioxan ausgefallt und 
der Niederschlag mehrfach mit Alkohol ausgewaschen. - © 


4,390 mg Subst.: 6,380mg CO,, 2,490mg H,O. — 4,670 mg Subst. : 
0, 3283 com N, (722 mm, 25°). — 5 050 mg Subst.: 0 450 mg AgJ. £ 
Gef. C 39,64 H 6,34 N 7,65 C,H,O 1,70. 
(Der geringe Alkoxylgehalt kénnte auf die kleine im urspriinglichen Pek- 
tin-hydrazid verbliebene Menge an Methoxyl zurickzufiihren sein.) 


Pektin-tyrosyl- gelatine (VIII). Das Pektin-tyrosyl-azid (VE) wird 
aus dem Hydrazid (VI) wie bei III beschrieben hergestellt. Fiir die Kuppelungs- 


reaktion wurden gleiche Mengen VI und Gelatine verwendet. Der Umsatz wird - . 


in waBriger, gegen Phenolphthalein alkalischer Lisung analog, wie bei IV be- 
schrieben ausgefiihrt; auch die Aufarbeitung und Reinigung der beim Ansayern 
mit Essigsiure ausfallenden Pektin-tyrosyl-gelatine (VIII) erfolgt analog. Der 
Pektingehalt des Stoffes betrigt 16,5—-17,5%. 


4,370 mg Sbst.: 7,010 mg CO,, 2555 mg nr 
4,395 mg Sbst.: 0, '5292 cm? N, 2 (722 mm, 21°) 
Gef. C 43,75 H 6,54 N 13,28. 


Pektin-tyrosyl- -globulin (XIII). Die Gewinnung dieses Stoffes ge- 
schieht in gleicher Weise, wie die des Gelatinederivates (VIII). Der Pektin- 
gehalt betragt 9,0%. 

4,190 mg Sbst.: 7,600 mg CO,, 2,675 mg H,O 
4 690 mg Sbst.: 0,5292 cm® N, (722 mm, 20°) 
Gef. C 49,47 H 7,14 N 12,49. 


Pektin-N-d-glucosaminséure-aithylester (IXa). Das Hydrochlorid 
des d-Glucosaminsiure-aithylesters wird durch Verestern von d-Glucosamin- 
siure mit 5%iger alkoholischer Salzsiure erhalten. Die Kuppelung mit Pektin- 
azid erfolgt wie bei der Darstellung des Pektin-tyrosyl-esters (V) beschrieben. 


Pektin-d-glucosaminsaurehydrazid (IXb), Pektin-d-gluco- 
saminséure-gelatine (XI) und Pektin-d-glucosaminsaue-globulin 
(XIV) werden in gleicher Art, wie bei den analogen Tyrosin-derivaten beschrieben, 
gewonnen. 


Analysen: 
(IX a) . 4,230 mg Sbst.: 5,660 mg CO,, 2,130 mg H,O 
5,085 mg Sbst.: 0,0686 em? N, (721 mm, 23) 
4,775 mg Sbst.: 0,600 mg AgJ 
Gef. C 36,51 H 5,63 N i 47 C,H,O 2,41. 
(IX b) 4,800 mg Sbst.: 6,220 mg CO,, 2,510 mg H,O 
4,330 mg Sbst.: 0,3331 cm? N, (725 mm, 21°) 
; 4,510 mg Sbst.: 0,370 mg AgJ 
Gef. C 35,36 H 5,85 N 8,64 C,H,O 1,57 


(XI) Pektingehalt 24,0%. 
' 4,805 mg Sbst.: 8,015 mg CO,, 3,070 mg H,O 
3,765 mg Sbst.: 0,4679 cm? N, (722 mm, 20°) 
Gef. C 45,49 H 7,14 N 13,75. 
(XIV) Pektingehalt 9,2% 
4,720 mg Sbst.: 8,475 mg CO,, 2,995 mg H,O 
“ 4, 250 mg Sbst.: 0,5489 cm® N, (722 mm, 20°) 
Gef, C 48 97 H 7,09 N 14,16. 
Glucosaminsiure gibt bei der Pektinbestimmung nach dieser Methode 
keine Absorption. | 
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Labelle I 
Substanz Antiserum Tribung (abs) 
a; Pektin-gelatine Pektin-gelatine 0,013 
2. Pektin-gelatine Pektin-globulin 0,016 
3. ‘Pektin-globulin Pektin-gelatine 0,016 
4, Pektin-globulin Pektin-globulin 0,170 *) 
5. Poblin-teneyiailetine Pektin-tyrosyl-gelatine 0,015 
6. Pektin-tyrosyl-gelatine Pektin-tyrosyl-globulin 0,023 *) 
7. Pektin-tyrosyl-globulin Pektin-tyrosyl-gelatine 0,021 *) 
8. Pektin-tyrosyl-globulin Pektin-tyrosyl-globulin 0,426 *) 
9. Pektin-d-glucosaminsaure- Pektin-d-glucosaminsaure- : 
gelatine gelatine 0,018 
10. Pektin-d-glucosaminsiure- Pektin-d-glucosaminsaure- 
gelatine globulin 0,018 
11. Pektin-d-glucosaminséure- | Pektin-d-glucosaminsaure- 
globulin | gelatine 0,015 
12. Pektin-d-glucosaminséure- | Pektin-d-glucosaminsaure- 
globulin globulin 0,328 *) 
Kontrollen 
Pektin-gelatine Normalserum y 0,014 
Pektin-tyrosyl-gelatine Normalserum °0,016 °* 
Pektin-d-glucosaminsaure- | 
gelatine Normalserum 0,014 
Pektin-globulin Normalserum 0,014 
Pektin-tyrosyl-globulin Normalserum 0,015 » 
Pektin-d-glucosaminsaure- . 
globulin Normalserum 0,016 
*) Qualitative Ringprobe ebenfalls positiv. 
> - Tabelleé, II 
| Be- : Gestorben 
Zahl | Benz- Priparat Zahlu. | sy d Tumor- | Frei von neehhiat hy 
der pyren Dauer d. | nach | ager | Tumoren nin 
Tiere mg Menge | Gaben*) |Tagen| Zahl |%j| Zahl | % | Tagen**) 
18 2x1,0 | Pektin- | zweimal : 
gelatine | wochentl. | 160 16 | 89 2 j1l _ 
15 y 15 y | 
30 Weh. 196 16 |89; 2 /j11 
19 2x1,0 | Pektin- | zweimal 
gelatine | wéchentl. | 160 15. | 79 4 {21 — 
15 y 15 y 
28 Wech. | 181 15 |79; 4 {21 
































*) Die Behandlung mit dein Praiparate begann 14 Tage vor der ersten 
Benzpyreninjektion. 
**) Es sind wie bisher, in diese Spalte auch Tiere aufgenommen, die bis 
zum 10. Tage ohne Tumor starben. 
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Immunisierungsversuche. 


Zur Priifung auf ihre antigenén Eigenschaften wurden folgende Stoffe: 
Pektin-gelatine (IV), Pektin-globulin (XII), Pektin-tyrosyl-gelatine (VIII), 
Pektin-tyrosyl-globulin (XIII), Pektin-d-glucosaminsiure-gelatine (XI) und 
Pektin-d-glucosaminsaure-globulin (XIV) an 2—3kg schwere Kaninchen 
parenteral verabfolgt. Die Dosierungen waren im allgemeinen folgende: ; 

1. Woche dreimal je 20 mg Substanz in 2 com 1%iger Natriumbikarbonat- 
lésung intravenés; : : 

2. Woche dreimal je 30 mg Substanz in 3 ccm 1%iger Natriumbicarbonat- 
lésung intravendés; | : 
: 3. Woche dreimal je 40mg in 4ccm 1%iger Natriumbicarbonatlésung 
intraven6s; 

4. Woche dreimal je 50mg in 5cem 1%iger Natriumbicarbonatlésung 
intraperitoneal. : ee 


Die Praparate, die in kaltem Wasser schwer léslich sind, wurden durch 
Erwarmen auf 40—60° in der Bicarbonatlésung gelést und sodann 35—40° 
warm gespritzt. Die Lésungen waren tribe. Da bei den mit Tyrosylpraparaten 
(VIII u. XIII) gespritzten Tieren mitunter schon nach der ersten Injektion " 
Todesfaille oder starke Vergiftungserscheinungen auftraten, wurden die Do- 
sierungen (drei Injektionen in der Woche) folgendermaBen gewahlt: 


1. Injektion je 10 mg intraperitoneal; 
2. u. 3. Injektion je 10 mg intravenés; 
4.—6. Injektion je 15—20 mg intravenés 
7.—9. Injektion je 25—30 mg intravenés; 
10.—12. Injektion je 50 mg intraperitoneal. 


Auch hierbei konnten Erkrankungen auftreten, die jedoch tiberwunden wurden. 


Die tbrigen Praparate wurden von den Tieren reaktionslos vertragen. 
7—14 Tage nach der letzten Injektion wurde den Tieren etwa 10ccm Blut 
aus der Ohrvene entnommen und in iblicher Art verarbeitet, bzw. die Tiere 
getotet und vollig entblutet. 


Ergebnisse: Die Pracipitinreaktionen wurden im Tribungsmesser des 
ZeiB-Pulfrich-photometers gemessen (Filter L 2, Mattscheibe 4; Kiivette 2,46) 
und die zunachst erhaltenen relativen Triibungen auf absolute umgerechnet. 
Die Antigene gelangten in 0,1%iger Lésung (0,59, Natriumbicarbonat als Puffer) 
zur Verwendung. Die Lésungen wurden zur Entfernung geringer Tribungen, 
klar zentrifugiert. Die Ergebnisse'sind in der Tabelle I zusammengefaBt. Zahlen- 
werte von 0,014— 0,016 fir die abs. Triibung, wie sie bei den Kontrollmessungen 
oder beim Verdiinnen des Serums auf die gleiche Konzentration gefunden wurden- 
zeigen das Ausbleiben der Pracipitinreaktionen an. Die Werte sind Durchsch nitts 
werte aus verschiedenen Tieren. ! 

Die Priifungen auf die Fahigkeit, die Bildung von Benzpyrentumoren 
zu verhindern, sind erst bei der Pektin-gelatine (IV) abgeschlossen*). Sie sind 
in der Tabelle II zusammengefaBt und zeigen, daB gegeniiber der friiher er- 
mittelten Tumorrate von 85—90% bei Kontrollmausen, die lediglich ein Depot 
von 2 mg Benzpyren erhalten, eine Verminderung der Zahl Tumortriiger nicht 
eintritt. 


Dem Reichsforschungsrat danken wir fiir die Unterstiitzung unserer 
Arbeiten. 





*) Anm. b. d. Korrektur: Die weiteren Versuche haben infolge Bomben- 
schadens eine Unterbrechung erfahren. 
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Ein neues kristallinisches Serumglobulin II 


Von 
Carl G. Holmberg 


(Aus dem Laboratorium der Medizinischen Klinik Lund) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Oktober 1943) 


In Bd. 273 dieser Zeitschrift berichteten Holmberg und Gron- 
wall) iiber gewisse Eigenschaften eines kristallisierenden Serum- 
globulins, das im Serum einer Patientin gefunden wurde, deren Krank- 
heitsbild mit dem Befund bei chronischer Arthritis iibereinstimmte. 
Als diese Patientin 1942 wieder einige Zeit ins Krankenhaus aufgenom- 
men wurde, wurde ihr Blut wieder untersucht. Hierbei konnten die 
bisherigen Erfahrungen iiber das betreffende pathologische Bluteiwei’ 
erweitert\ werden, wenn auch wegen gewisser Schwierigkeiten bei der 
Blutentnahme die Substanzmengen zu klein waren, um alle erwiinschten 
Analysen zu ermdglichen. 


Die erhaltenen Resultate sind folgende: 


1. Das kristallisierende Globylin wurde fast in der gleichen Kon- 
zentration wie friiher im Serum der Patientin gefunden. Der Wasser- 
mann war jedoch diesmal negativ. Trotzdem die positive Wassermann- 
Reaktion vor einem Jahr stets im Gefolge des hier besprochenen Glo- 
bulins auftrat, handelt es sich’ hier also nicht um eine spezifische Eigen- 
schaft desselben. 

2. Bei naiherer, Untersuchung der Bedingungen fiir die Auskristalli- 
sation zeigte es sich, daf diese unbegrenzt verzégert werden konnte, 
wenn das Blut unter Paraffin entnommen oder ein schwacher Kohlen- 


siurestrom hindurchgeleitet wurde. Wenn die Kohlenséurespannung 


durch Hindurchleiten von Luft verringert wurde, kam es augenblick- 
lich zu einer Fallung. Diese konnte durch erneutes Hindurchleiten von 
Kohlensiure nicht wieder gelést werden. 

3. Die Bestimmung des Tryptophangehaltes des kristallisierenden 
Globulins wurde nach Ohlsson und Mitarbeitern?) vorgenommen. 
Sie ergab in zwei Untersuchungen 6,7 und 7,3%/),. also im Vergleich 
zum Bruttowert fiir normale “Serumglobuline (5,5°/,) einen relativ 
hohen Wert. 

Die Patientin zeigte auch diesmal kein klinisches Zeichen von 
Myelom. : 





1) ©. G. Holmberg u. A. Grénwall, Hoppe-Seylers Ztschr. f. physiolog. 


Chem. 273, 199 (1942). 
2) E. Ohlsson, G. Nordh, T. Swaetichin, Biochem. Zs. 215, 443 


(1929). 
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Der Kohienhydratstoffwechsel in der Hypoxie. Ill 
Hyperglykaimische Reaktion und Phosphatumsatz 


Von 


Th, Leipert und J, Meller 


(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der Universitat Wien und der U-Kammer 
einer Fliegeruntersuchungsstelle) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1943) 


Friihere Untersuchungen (1) hatten ergeben, daB die Kohlen- 
hydratbelastung ‘im Sauerstoffmangel eine besonders starke Senkung 
des anorganischen Phosphors im Blut und Harn zur Folge hat, die 
durch einen Anstieg des organisch gebundenen Blutphosphors kom- 
pensiert wird. Wir zogen daraus den naheliegenden SchluB, der Or- 
ganismus: schiitze sich gegen die zunehmende Hypoxie durch eine 
stirkere Inanspruchnahme phosphorylierender Abbauprozesse, also 
durch eine Bevorzugung des schon unter physiologischen Verhilt- 
nissen von der Sauerstoffversorgung unabhangigen Spaltungsstoff- _ 
wechsels. Neue Fragen tauchen auf: In welcher organischen Bindungs- 
form erscheint der verschwundene anorganische Phosphor wieder ? Er 
bleibt zweifellos im Blute. Weder dndert sich die Gesamtmenge des 
siiureléslichen Blutphosphors, noch 1la8t sich im Tierversuch eine Zu- 
nahme des Gesamtphosphats in Leber und Muskulatur feststellen. 
Kénnen wir iiberhaupt von einem Uberwiegen der Phosphorylierung 
im Sauerstoffmangel sprechen ? Vielleicht wird diese Verlagerung des 
Kohlenhydratstoffwechsels nach der anaeroben Seite nur durch eine 
Stauung von Kohlenhydratestern vorgétiuscht, die bei ausreichender 
Versorgung mit Sauerstoff leicht weiter umgesetzt werden. Ist iiber- 
haupt der Sauerstoffmangel die unmittelbare Ursache jener Umstim- 
mung des Kohlenhydrathaushaltes oder tibt er nur, auf dem Umwege 
iiber geinderte Acidititsverhaltnisse des Blutes seinen EinfluB aus ? 
Die vorliegende Arbeit sucht diese Fragen zu kliren. 


Methodik 


Wir belasteten in gleicher Weise wie friher unsere Versuchspersonen mit 
Glukose und bestimmten unter normalen Verhaltnissen und in der Hypoxie 
des Unterdruckversuchs neben der Anderung des Blutzuckers auch die einzelnen 
Fraktionen des saureléslichen Blutphosphors nach,Lohmann (2). Aus dem 
Gesamtphosphat, dem direkt bestimmbaren Phosphor und dem Phosphor nach 
7 bzw. 180 Minuten langer Hydrolyse des Blutfiltrats in n-HCl errechnen sich 
vier Fraktionen: 1. Der anorganische Phosphor, der auch den aus Phosphagen 
abspaltbaren Phosphor umfaBt. 2. Der leicht hydrolysierbare Phosphor; er 
geht dem Gehalt des Blutes an Adenosintriphosphorsaure (ATP) parallel. 3. Der 
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Esterphosphor, der im wesentlichen auf den Harden-Young-Ester und teil- 
weise auf den Embden-Ester bezogen werden muB (3). 4. Die Fraktion des 
schwer hydrolysierbaren Phosphors. Sie enthalt nahezu die Halfte des gesamt- 
siureléslichen Phosphors (4) und besteht neben Resten der 3. Fraktion vor- 
nehmlich aus Diphosphoglycerinsiure, die von Greenwald (5) aufgefunden 
und von Jost (6) spiter zur Glykolyse des Blutes in Beziehung gebracht wurde. 


Ergebnisse 


Wir beobachteten bei 10 Versuchspersonen schon nach Glukose- 


belastung unter normalen Bedingungen in jedem einzelnen Falle einen 


eigenartigen Rhythmus im Phosphorgehalt der Ester- und Diphospho- 
glycerinsiure-fraktionen, der besonders deutlich wurde, als wir die 
Phosphorwerte in Prozenten des gesamts&ureléslichen Phosphors be- 
rechneten, der vor allem aber bei graphischer Wiedergabe der Werte 
auffallig hervortrat. Aus der Fiille unseres Zahlenmaterials seien 3 Ver- 
suche angefiihrt (Tabelle 1 und 2 und Fig. 1). 


Tabelle 1 7 


Versuch 1 (Ho). Der Blutzucker und die Phosphorfraktionen des Blutes nach 
Belastung mit 50 g Glukose unter normalen Verhiltnissen und im Sauerstoff- 








mangel entsprechend einer Hoéhe von 5900 m. 







































































Minuten | © 15 30 45 60 90 120 .180 
Gesamtsaurelésl. P mg % 26,0 26,9 25,2 25,3 22,8 24,0 24,4 26,3 
: = me*, | 38 of OS 38 82 $038 Se 
SS ier i scam /, Ges. P| 14,6 13,1 13,1 13,0 13,6 12,5 11,9 10,6 
® U ? > ? io > > ? > 
sais mg "/o 6,0 62 62 62 58 60 62 6,6 
_| | leicht hydrol. P ——o/,"Ges. P| 23,1 23,9 24,6 24,5 25,4 25,0 25,4 25,1 
cs ad v 2 6 
| igpegen mg °/ 96 93 59 53 62 92 89 9,0 
5 £| 3 Ester P 0/, Ges. P| 36,9 35,9 23,4 21,0 27,2. 38,3 36,4 34,2 
Zl ome “pe : - 
Be ay 66 70 08 16 7,7 66 84 90 
=| 4 schwer hydrol.P 0)" Ges. P| 25,4 27,1 38,9 41,5 33,8 24,2 26,3 30,1 
g 1+3+4 a,| 76,9 76,1 75,4 76,5 74,6 76,0 74,6 74,9 
= ry 
a 24-344 Sgl'85.4 86,9 86,9 87,0 86,4- 87,5 88,1 894 
3-44 5|62,3 63,0 62,3 62,5 61,0 62,5 62,7 64,3 
Blutzucker mg °/, 111 123 128 163 146 Igo tie St 
Gesamtsaurelésl. P mg °/ 23,4 24,1 23,1 27,2 27,9 26,9 25,5 26,9 
: mg "/o $6 30. 22 27 ta 21, 06 18 
_j Vianorgan. Po, Ges. P| 15,4 12,5 11,7. 99 86 78 68 6,7 
‘b) > > > P 
312 mg "/5 61 65 64 61 66 5,9 62 6,4 
=) S| 2lcicht hydrol.P 0) “Ges. P| 26,0 27,0 27,7 22,4 23.6 22.0 24.3 23.8 
Sil ¢ Kater P mg "/, 4,6. 7,7, 8,2 10,6 10,2 9,5 5,8 8,6 
| 0/, Ges. P| 19,7 81,9 35,5 39,0 36,6 35,3 22,7 32,0 
mi P 
m) 5 mg °/ 9,1 69 5,8 7,8 8,7 . 9,4 11,9 10,1 
5 || 4 schwerhydrol.P o/” Ges, P]_ 38,9 28,6 25,1 28,7 31,2 34,9 46,7 37,5 
3S 1+3+2 a,| 74,0 73,0 72,3 77,6 76,4 78,0 75,7 76,2 
= - ; 
Ay 24344 2 ;| 84,6 87,5 88,3 90,1 91,4 92,2 93,7 93,3 
3+4 | 58,6 60,5 60,6 67,7 67,8 70,2 69,4 69,5 
Blutzucker mg /) | 114 131 162 164 192 182 174 116 



































Tabelle 2 


Versuch 2 (Zo).' Der Blutzucker und die Phosphorfraktionen des Blutes nach 
Belastung mit 50 g Glukose unter normalen Verhiltnissen und im Sauerstoff- 
mangel entsprechend einer Hohe von 5500 m. 
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Minuten | 0-15 30 45 60 90 120 180 
Gesamtsaurelésl. P mg % 24.4 226 21,8 20,4 23,1 21,4 22,9 21,6 
mg % | 3,8 3,7 36 2,9 3,1 3,0 3,0 3,0 
HS ol aaecriagd % Ges. P| 15,6 16,4 16,1 14,2 13,4 14,0 13,1 13.9 
o a . 
| ae me % | 48 43 44 38 45 45 45 4,5 
=| -g| 2 tent hydrol. Po Ges. P| 19,7 19,0 202 186 19,5 21,0 196 20,8 
Si's mg % a7: 64 64° $2 65° 62. 62° 6,7 
3] 7 pene * o/ Ges. P| 15,1 28,3 29,3 15.7 282 29,0 23.2 31.0 
a Oo ; 
és | mg %  |12,1 82 7,5 10,5 9,0 7,7.10,1 7,4 
| 4schwer hydrol.P =o "Gea, P| 49,6 36.3 34,4 51,5 38,9 36,0 44.1. 343 
g 1+3+44 a,| 80,3 -8h,0 79,8 81,4 80,5 79,0 80,4 79,2 
Bl- 24344 x0 | 84,4 83,6 83,9 85,8 86,6 86,0 86,9 86,1 
344 &| 64,7 64,6 63,7 67,2 67,1 65,0 67,3 60,3 
Blutzucker mg % | 121 139 173 160 124 107 109 130 
Gesamtsiurelosl. P mg % | 24,0 224 222 21,6 22,3 21,3 244 23, 
: mg % | 3,3 2,8 24 23 20 1,9 1,8 1,6 
8 aba a amd % Ges. P| 13,8 12.5 108 106 89 89 74 68 
Bre 0 
ai a me % | 48 4,9 4,7 49 40 44 6,0. 4,7 
Go| | 2leicht hydrol.P —o/ "Ges, P| 20,0 21,8 21,2 22,7 20,2 20,5 20,5 20,0 
3| x - 
| | mg % | 12,6 12,8 13,5 14,3 10,7 10,5 13,3 16,0 
1 | i aati o/ Ges. P| 525 57.2 60.8 66.2 480 494 54.5 68,1 
=| 4 mg % | 3,3 1,9 1,6 0,1 51 4,5 43 1,2 
g|-a| *schwerhydrol. Fo Ges. P} 13,7 8,5 7,2 0,6 220 211 17,6 6,1 
BI) S 1+3+4 a,| 80,0 78,2 78,8 77,3 ° 79,8 79,4 79,5 80,0 
al 24344 s¢g| 86,2 87,5 89,2 89,4 91,1 91,0 92,6 93,2 
B44 51662 65,7 68,0 66,7 70,9 70,5 72,1 73,2 
| Blutzucker mg % | 121147142 116 109109 114 114 


Der gesamtsiurelisliche Phosphor zeigt die iiblichen Schwankungen 
innerhalb der. bekannten Standardwerte. Stets sinkt nach Zucker- 


belastung. der anorganische Phosphor, obwohl seine Abnahme im ~ 


Hinblick auf die Anderungen des Gesamtphosphats weniger ins Ge- 
wicht fallt, als man bisher annahm. Daher steigt auch der organisch 
gebundene Phosphor — die Summe der Fraktionen 2 + 3 + 4 — nur 
unwesentlich an. Sein leicht hydrolysierbarer Anteil aus dem phosphat- 
iibertragenden System der Adenosintriphosphorsaure bleibt dabei-prak- 
tisch unverindert. Jedenfalls 14Bt die Schwankungsbreite dieser Frak- 
tion keine eindeutige Tendenz einer Vermehrung oder Verminderung 
erkennen. So mu sich schlieBlich auch der Rest des organisch gebun- 
denen Phosphors, d.h. die Summe der Fraktionen 3 + 4 annahernd 
konstant halten, was tatsichlich der Fall ist. Sie umfaBt rund zwei 
Drittel des gesamtsaureléslichen Phosphors in sehr guter Uberein- 
stimmung mit den Werten, die sich aus der Arbeit von Bomskov (4) 


errechnen. 
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_ ‘ Innerhalb dieses Phosphatrestes 
4¢ wandert nun offenbar die Phosphor- 
siure bald von der schwer hydrolysier- 
baren Fraktion der Diphosphoglycerin- 
siiure auf den Anteil der Kohlenhydrat- 
ester, bald umgekehrt, doch stets in- 
folge der konstanten Summe beider 
Anteile mit spiegelbildlicher Treue der 
entsprechenden Kurven (Fig. 1). Die 
Anschauung von der zentralen Rolle 
der Diphosphoglycerins&éure als Phos- 
phorreserve der Blutglykolyse, die auf 
Grund von Glykolyse-modellversuchen 
in vitro entwickelt wurde (7), erfahrt 
‘durch unseren Befund am Lebenden 
_eine besondere Stiitze. Die beobachte- 
ten Rhythmen lassen eine Parallele 
| zum Verlauf der Blutzuckerkurve nicht 
1 | | erkennen; denn der Zunahme des Blut- 
24 | 1  zuckers steht bald ein Anstieg, bald 
22} ; ein Abfall des Esterphosphors gegen- 
20 Fjenchthydrol. P }  itiber. Doch zeigen sie eines: Beim 
} Kohlenhydratumsatz findet im 


16 ‘ F ” “4 oe . 
% Blute ein regelmaBiger Aus- 
12 Peden aga te tausch von Phosphorsaéure zwi- 





. | sorwerhydro/ 
p 
75 i 





schen Diphosphoglycerinséiure 
und Kohlenhydratestern statt, 
wobei die Diphosphoglycerin- 
siure unter Abgabe von Phos- 

phorsiure zerfallt, um dann 
3h rae” 7 3 beim weiteren Abbau des Zuk- 
tie: 3: ten nbaiiilies stl ik tes kers wieder resynthetisiert zu 


Fraktionen des Blutphosphors in Prozenten werden. Sie erweist sich so als eine 


acti wry mane "Setnehone leicht verfiigbare organische Phosphor- 
Versuch IV (D.) reserve von groBer Kapazitaét, ganz 

im Gegensatz zum anorganischen Phos- 

phat des Blutes, das unter normalen Bedingungen nur in bescheide- 
nem Ausmafe zur Phosphorylierung herangezogen wird. Es laBt 
sich ohne Isolierung von Zwischenprodukten nicht entscheiden, ob 


der Diphosphoglycerinsiure-abbau nur zu einer der beiden Mono- 


140 





7 
20 Blutzucker 











‘ phosphoglycerinséuren fiihrt, die dann wieder in -den Di-ester iiber- 


gehen, oder ob dieser vollig zerfallt, um neu aus dem sich umsetzen- 
den Kohlenhydrat aufgebaut zu werden. Wir kénnen diese Méglichkeit, 
die bereits von J ost (6) erértert wurde, umso weniger auBer acht lassen, 
als die schwer hydrolysierbare P-Fraktion in einigen Sauerstoffmangel- 
versuchen (Tabelle 2) tatsichlich auf kleinste Werte absinkt. Die 
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Phosphatiibertragung erfolgt wohl in bekannter Weise durch das ATP- 
System. Nur so erklirt sich zwanglos die Konstanz des leicht hydroly- 
sierbaren Phosphors und aus ihr wiederum die konstante Summe der 
P-Fraktionen 1 +- 3 +- 4 wie die Tabellen zeigen. 

Am Mechanismus dieser Reaktionen aindert auch eine zusatzli ae 
Belastung mit Glukose nichts. Eine Versuchsperson erhielt 50 g- 
Glukose und wurde 2 Stunde spater abermals mit der gleichen Zucker 
menge belastet (Tabelle 3). Der Blutzucker zeigt keinen neuerlichen 
Anstieg (Staub-Effekt). Wahrend der anorganische Phosphor sinkt, 
aindert sich die leicht hydrolysierbare Fraktion ebensowenig, wie die 
Gesamtheit der Fraktionen 1: + 3 +4. Wiederum wandert Phosphat 
wechselnd zwischen Ester- und schwer hydrolysierbarem Anteil, ohne 


da8 die Summe dieser Fraktionen Ansteigt. Es spielen sich demnach 


auch bei rascher Aufeinanderfolge der Zuckergaben Phosphatverschie- 
bungen nahezu ausschlieBlich. zwischen -organischer Phosphorreserve 
einerseits und den Kohlenhydratestern andererseits ab. Das diese Ver- 
schiebungen vermittelnde ATP-System bleibt scheinbar unberiihrt. 
Abweichungen der Reaktionsfolge machen sich erst in der Hy- 
poxie bemerkbar (Tabelle 1 und 2). Zunachst bestitigen die Sauer- 
stoffmangelversuche unsere friiheren Beobachtungen. Stets fallt nach 
Glukosebelastung in der Hypoxie der anorganische Phosphor auf 
ungewohnlich niedere Werte, wahrend der organisch gebundene Phos- 
phor (2 -+3-+ 4) ansteigt. Seine Vermehrung kommt ausschlieBlich 
dem Ester- und schwer hydrolysierbaren Phosphat zugute, das in 
seiner Gesamtheit zunimmt. Der leicht hydrolysierbare Phosphor bleibt 
wie unter normalen Bedingungen unveraindert, oder wandert bei star- 
kerem Abfall wie z. B. beim Chaves vom 30 zum 45 Minuten-Wert 
in unserem ersten Versuch ausschlieBlich in die organischen Frak- 
tionen 3 und 4, die sich sprunghaft erhéhen, wihrend die Gesamtmenge 
organischen Phosphors zur gleichen Zeit nur allmahlich weiter wachst. 
Es scheint zunichst miBig dariiber zu streiten, ob die Zunahme der 
Fraktionen 3 und 4 durch den Anstieg der Kohlenhydratester oder der 
Diphosphoglycerinsiure an sich bedingt sei, angesichts der Phosphor- 
siure-Donator- und Acceptorwirkung dieser Stoffe und des dynami- 
schen Gleichgewichts, das sich jeweils zwischen ihnen einstellt. Eines 
jedoch geht bereits klar hervor: Im Sauerstoffmangel tritt eine 
Vermehrung des Esterphosphors und des schwer hydroly- 
sierbaren Phosphors ein, die eine Steigerung der Phosphory- 
lierungsvorginge wahrscheinlich macht. So schwindet die or- 
ganische Phosphorreserve unseres zweiten Versuches nahezu ganz und 
wird zur Synthese der Kohlenhydratester verbraucht. Sie halt sich zwar 
im ersten Versuch auch im Sauerstoffmangel innerhalb der normalen 


Schwankungsbreite, doch zeigt die nachstehende Gesamtiibersicht un- 


serer Versuche in Tabelle 4 deutlich, daB die Maximalwerte des Ester- 
phosphors in der Hypoxie sehr haufig und recht betriachtlich tiber den 
normalen Ausschlag hinausgehen. 
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Tabelle 3 


Versuch 11 (Bau). Der Blutzucker und die Phosphorfraktionen des Blutes 
nach doppelter Belastung mit je 50g Glukose unter den Bedingungen des 
Staub-Effektes. 















































Minuten - | 0 15 30%) 45 60 90 120 180 
Gesamtsiurelésl. P mg % 26,4 27,2 26,6 27,4 26,0 25,4 25,5 284 ~ 
, P mo. | £7? 3S 81 89 2,7 35. 35° So 
PY ag Giana in, ctr % Ges. P| 14,0 12,1 11,7 10,6 10,4 98 98 10,2¢ 
o - 
=| . mg % 5,8 5,6 655 59 5,9: 54. 56. -6,3 
S| 2 leicht hydrol. Po "ges. P| 22:0 20,6 20.7 21,5 22.7 21,3 22,0 22,2 
_ o 1 6,8 
a ees mg 102 88 Vi 3a: Os Be 14, 
7 Rskoukeete? % Ges. P| 38,6 30,5 266 28,8 36,5 33,1 47,4 23,9 
6 : g % 6,7 10,0 10,9 10,7 7,9 9,1 5,3 12,4 
| 4 schwer hydrol. Po” Ges P| 95.4 36,8 410 39,1 30,4 35,8 20,8 43,7 
8 1+3+4 a,| 78,0 79,4 79,3 78,5 77,3 78,7 78,0 77,8 
Ai] 243-44 32g] 86,0 87,9 88,3 89,4 89,6 90,2 90,2 89,8 

344 | 64,0 67,3 67,6 67,9 66,9 68,9 68,2 67,6 
Blutzucker mg % 120 154 152 132 134 101 4105 ~ 88 


*) Zweite Belastung mit Glukose. 
Tabelle 4 


Héchstwerte des Esterphosphors in Prozenten des gesamtsadure- 
léslichen Phosphors 





Versuch I(Ho) I1(Zo) I1M(Lo) 1V(D) V(Ja) VI(De) VII(K1) VIII(Ka) [X(Jo) X(Sp) Mittel 
Normal 38,3 31,0 19,4 52,1 36,4 42,4 269 285 45,1 51,7 37,2° 
Hypoxie 39,0 68,1 48,1 48,3 47,7 40,2 56,8 64,0 66,6 55,8 53,5 


Der beobachtete Phosphatanstieg ist bilanzmaiBig durch den Abfall 
des anorganischen Phosphats véllig gedeckt. Die Summe der Frak- 
tionen 1 + 3+ 4 bleibt daher auch in der Hypoxie unverandert und 
in gleicher Héhe wie im Normalversuch. . 

Nun ist Sauerstoffmangel an und fiir sich, wenn auch nicht regel- 
maBig, von einer Senkung des anorganischen Phosphats im Blute ge- 
folgt (1), (8), die allerdings selten jenes AusmaB erreicht, wie nach 
Zuckerbelastung. .Zweifellos steht diese Senkung in engem Zusammen- 
hang mit jener Intensivierung des Kohlenhydratumsatzes in der Hy- 
poxie, die in der raschen Neubildung von Glykogen und im allmahlichen 
Anstieg des Blutzuckers ihren Ausdruck findet. Wir mu8ten daher 
auch im Hypoxie-Leerversuch ahnliche Schwankungen des Ester- 
phosphors und des schwer hydrolysierbaren Phosphors erwarten, wie 
nach Glukose Zufuhr. 

In der Tat zeigt der Versuch 12 (Tabelle 5) an einer auBerordentlich 
héhenfesten Versuchsperson neben starker Alteration des Blutzuckers 
auch alle bereits erwihnten GesetzmaBigkeiten des Phosphatstoff- 
wechsels, obwohl die Weite der Amplituden in den Fraktionen 3 und 4 
im Vergleich zu den Belastungsversuchen eher vermindert erscheint 
und gréBere Ausschlige in der zweiten Halfte der Versuchszeit iiber- 
haupt fehlen. Das gilt besonders fiir den Leerversuch 13 (Tabelle 5). 








uo 
% 


os 


Bd. 280 (1944). Der Kehlenhydratstoffwechsel in der Hypoxie. III 107 


_Entsprechend den geringfiigigen Schwankungen des Blutzuckers sinkt 
‘hier der anorganische Phosphor. weit weniger als im 12. Versuch und 
der Anstieg der Summe aus. Esterphosphor und schwer hydrolysier- 
. barem Phospleor bleibt aus. . 
Tabelle 5 


Der Blutzucker und die Phosphorfraktionen des Blutes im Sauerstoff- 
mangel ohne. Belastung mit Glukose. Versuch 12 (Ra). 7000m. Versuch 13 
(Spl). 5200 m. 







































































Minuten... 77 O° 90-  - 6O. BO. 390 tan 
Gesamtsiure’dsl. P mg % 24,7 244 23,5 26,5 25,9 24,8 
, tng ° a3 36. S616 ta is 
fe ciel eau o%” Ges. P| 13.4 10.7 111 7,5 69° 7.2 
(ob) t 
rare mg % 6453 6h 88 67. 656 
| 2 leicht hydrol. Po” Ges. P| 21,8 21,7 23,4 227 22.0 226 
RY, 9, 
mg % | 104 11,4 13,0 12,8 12,3 12,8 
12) &| 3 Ester P o/ Ges. P| 42,1 46.7 55,3 50.2 47,5 51.7 
ra 0 5 ; ; 
: mg % SG 6 96. 50 61 48 
g| 4schw. hydrol.P =o" Ges. P| 22:7 20,9 10,2 196 23,6 185 
| 18-4 a,| 78,2 783 76,6 77,3 78,0 774 
A) 24344 sy] 86,6 89,3 88,9 92,5 93,1 92,8 
3-44 &!64,8 67,6 65,6 69,8 71,1 70,2 
) | Blatzucker mg % 97.120. 99 101 106 132 
Gesamtsaurelésl. P mg % 25,6 25.2 23,5 26,2 24,1 24,6 
mg % | 3. 24 2,1 2,1 2,0 2,1 
ae * % Gea. P| 121 95 89 83 83. 85 
= ; mg % 46° «60 46° Ga “h1L: - Ba 
g| 2leichthydrol. Po Ges. P| 18,0 19.9 20,8 19.9 21,2 20,7 
ws O ° 
: mg 9 66 54 63 7,6 72° 69 
wie ens % Ges. P} 25,8 214 226 302 29.9 28,1 
is e mg 9% 113 124 11,2 105 9,8 10,5 
| 4schw. hydrol. P  &"Ges, P| 44,1 49.2 47,7 41,6 40,6 42.7 
ef i+3+ 4 i ~ | 82,0 80,1 79,2 80,1 78,8 79,3 
a}; 2+34+4 sea | 87,9 90,5 O11 91,7 91,7 91,5 - 
3-44 &|69,9 70,6 70,3 71,8 70,5 70,8 
Blutzucker mg % 110°. 110 110. - 337: ee: 1 


Wir .wissen seit langem (9), (10), daB die Fahigkeit des Blutes 
Phosphorsiureester auf- und abzubauen eng mit seiner Reaktion zu- 
sammenhiingt. Zunahme der Alkalitat begiinstigt die Phosphorylie- 
rungsvorginge, Zunahme der Aciditiit die Spaltung der gebildeten 
Ester. Die Grenze der beiden gegensiitzlichen Prozesse, die iibrigens 
von der Sauerstoffversorgung ganz unabhangig sind, liegt bei #,, 7,35 (11) 
Dies gilt besonders fiir die Diphosphoglycerinsaure, die im Glykolyse- 
modellversuch bei £,,-Werten von 7,3—7,0, also bei ,,Saéuerung” des_ 
‘Blutes unter Freiwerden anorganischen Phosphats zerfallt, waihrend’ 
das ATP-System unverindert bleibt (7). Da Sauerstoffmangel zunachst 
mit einer Alkalose einhergeht, die erst spit von einer Acidose abgelést 
wird, so finde das Uberwiegen der Phosphorylierung in der Hypoxie 
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eine natiirliche Erklarung. Danach wire die Anhaiufung organisch ge- 
bundenen Phosphors nur eine notwendige Folge der vorausgehenden 
py- Verschiebung im Btute. Der Alkalisierungsversuch am Leben- 
den vermag diese Anschauung nicht in vollem Umfange zu stiitzen. 
Wir gaben der gleichen Versuchsperson wie in unserem zweiten Ver- 
such 2 Tage hindurch dreimal taglich je 10g NaHCO, und belasteten 
sie am dritten Tage morgens mit einer einmaligen Dosis von.15 g N aHCO, 
und eine Stunde spiter mit 50 g Glukose (Tabelle 6). 
Tabelle 6 
Der Blutzucker und die Phosphorfraktionen des Blutes nach Alkalisieren 


mit NaHCO, und in Ammoniumchloridacidose. Versuche 14 u. 15 (Zo). 
eihive akin 50g Glukose. 










































































Minuten | O 15 30 45 60 90 120 180 
Gesamtsiurelosl. P mg 9% 24,5 24,9 244 25,0 23,7 23,5 22,4 242 
mg % 34 3,2 3,0 30 2,5 2,4 2,5 2,7 

oY la tjuors «scotia % Ges. P} 13,9 12,8 12.3 12,0 10,6 10,2 11,2 11,1 

<3) 

: mg % 48 4,748 62 6,0 6,0 4,8 4,6 
g|.g|. Zleichthydrol.P  of"Ges. P| 19,6 18,9 19,7 20,8 21,1 21,3 -21,4 19,0 
S| xX > . 
= | mg % 61 65,0 61 7,1 68 72 66 8&7 
=e 3 Hater = % Ges. P}| 20,8 20,1 25,0 28.4 28,7 30,6 29.5 23,6 

a 0 
<| é mg % 11,2 12,0 10,5 9,7 94 89 85 11,2 
=|) 4schwerhydrol. P o/"Ge,. P| 45.7 48,2 43,0 38,8 39.7 37,9 37,9 46,3 

§ 1+3+4 a,/ 80,4 81,1 80,3 79,2 78,9 78,7 78,6 .81,0 

ae 94-9 44 32%] 86,1 87,2 87,7 88,0 80,5 89,8 88,8 88,9 

344 | 66,6 68,3 68,0 67,2 68,4 68,5 67,4 69,9 

_ Blutzucker mg % 100. 117 «+111 #+115 #106 59 75 = 104 

Gesamtsaurelésl. P mg % 25,1 21,6 23,1 25,3 24,1 21,6 22,1 23,3 

mg % 45 40 42 42 36 3,5 33 3,1 

_|__* anorgan. FP _% Ges. P| 17,9 18,5 18,2 16,6 14,9 162 15,0 13,3 

3 mg % | 6,7 6,6 66 6,9 59 6,5 6,7 6,3 
o| S| letehthydrol. P o/"Ges. P| 22,7 25,5 24,2 93,3 245 25,4 25,7 27,1 
S| mg % | 8,9. 8,4 10,7 10,7 10,0 10,6 11,2 11,8 
es %, Ges.P} 35,5 389 463 423 415 49,1 50,7 50,6 

0 5% 6,0 3,7 2,6 4,5 46 20 1,9 2,1 
Saye er ee Po qe. P| 239 171 113 178 191 93 86 9.0 

e I+374 a | 77,3 74,5 75,8 76,7 75,5 74,6 74,3 72,9 

a 2+3+4+4 38a] 82,1 81,5 81,8 83,4 85,1 83,8 85,0 86,7 

$44 5|— 50,4 56,0 57,6 60,1 60,6 58,2 69,3 59,6 
Blutzucker mg % 96 «126 126 90 «78 «78 83 8s 








Unter der Alkaliwirkung fallt der Blutzucker in der hypoglykami- 
schen Phase besonders tief, und wir erinnern in diesem Zusammenhang 
an die giinstigen Erfolge der Bicarbonatbehandlung des Diabetes vor 
der Einfiihrung des Insulins. Im Phosphatumsatz dagegen tritt gegen- 
iiber dem Normalfall in Tabelle 2 keine Anderung ein. Wohl liegt der 
schwer hydrolysierbare Phosphor iiber dem Esterphosphor, entsprechend 
der gréBeren Bestiindigkeit der Diphosphoglycerinsiure bei zunehmen- 
der Alkalitét. Auch scheint die Phosphatiibertragung aus der organi- 
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schen Phosphorreserve auf das Kohlenhydrat erschwert zu sein; denn 


sie erfolgt trager und mit geringerem Ausschlag als sonst. Aber gerade 
der fiir den Sayerstoffmangel charakteristische Sturz des anorganischen 
Phosphors bleibt aus und mit ihm auch die Vermehrung des organisch 
gebundenen Phosphors der Fraktionen 3 + 4. Dennoch ist die Reak- 
tion des Blutes fiir die Lage des Gleichgewichtes zwischen 
Esterphosphor und schwer hydrolysierbarem Phosphor ent- 
scheidend. Dies lehrt die Umkehr des Versuchs: die Siuerung. 


Dieselbe Versuchsperson erhielt einige Wochen spiter. einen Tag 


hindurch 30 Gelamon Tabletten, am folgenden Morgen weitere 10 Ta- 


bletten (insgesamt 16 g NH,Cl) und schlieBlich 50 g Glukose (Tabelle 6). 
Unter dem Einflu8 der Ammoniumchlorid-acidose tritt ein vélliger 
Wechsel iim Phosphorgehalt der Fraktionen 3 und 4 ein. Der schwer 
hydrolysierbare Phosphor hilt sich niedrig, begiinstigt doch die Siuerung 
den Zerfall der .Diphosphoglycerinsiure. Ihr Phosphor vermehrt je- 
doch keineswegs den anorganischen Anteil wie in vitro (7), sondern 
wandert ausschlieBlich in die Fraktion der Kohlenhydratester und er- 
reicht hier 50°/, des gesamtséureléslichen Phosphors. So verschiebt 


sich in der Acidose das Phosphorgleichgewicht vom schwer — 


hydrolysierbaren Anteil der Diphosphoglycerinsaiure auf 
die Seiteder Kohlenhydratester. Doch bleibt auch hier die Summe 
des schwer hydrolysierbaren Phosphors und des Esterphosphors gleich. 


Fiir die ihnliche Lage des Gleichgewichtes in vielen Sauerstoffmangel- — 


versuchen mag daher wohl die Acidose verantwortlich gemacht werden, 
die im Dauer-Unterdruckversuch der Alkalose folgen kann. Bleibt sie 
aus, dann schwanken Esterphosphor und schwerhydrolysierbarer Phos- 
phor wie beim Normalen. Niemals erklart sie jedoch den Anstieg des 
organisch gebundenen Phosphors; denn auch in der Ammoniumchlorid- 
acidose fehlt die tiefe Senkung des anorganischen Phosphats. Sein ge- 
ringer Abfall steigert merkwiirdigerweise die ATP-Fraktion, so da 
die Summe aus | + 3 + 4 eine fallende Tendenz aufweist. Wir sahen 
dasselbe Verhalten noch bei zwei weiteren Siuerungsversuchen. Die 


Phosphatausscheidung verliuft bei Glukosebelastung in der Acidose 
 vollig gleichartig wie beim Normalen und eine iiber das normale Mab 


hinausgehende Verminderung der Harnphosphate tritt nicht ein. Auch 
der Einwand, die in der Hypoxie beginnende Erythrocytenvermehrung 


. kénne einen Anstieg des organisch gebundenen Phosphats vortauschen, 


wird durch die Werte des ‘gesamtsiureldslichen Phosphors klar wider- 
legt, sowie dadurch, da8 sich Zunahme des organisch gebundenen 
Phosphors und Abfall des anorganischen vollkommen gleichen. So 


- miissen wir die vermehrte Bildung: organischen Phosphats 
nach Zuckerbelastung im Sauerstoffmangel auf die Hyp-— 


oxie an sich zuriickfihren. 
Eine Deutung der eigenartigen Rhythmen der Phosphatiibertragung nee 


_ nub mit groBer Zuriickhaltung versucht werden. Die Veresterung von Kohlen- 


hydrat fiihrt zu einer ramen der Acie, ohne Riicksicht auf die mégliche 
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Milchsiurevermehrung; denn die Kohlenhydratphosphorséuren sind stirkere 
Saéuren als die Phosphorsiiure selbst. Umgekehrt geht die Abspaltung des Phos- 
phatrestes mit einer Alkalisierung einher (12). Auf- und Abbau der Kohlen- 
hydratester miissen demnach von rhythmischen Schwankungen der Wasser- 
stoffionenkonzentration begleitet sein. Man kénnte daher im Gleichlauf von 
Estersynthese und Sauerung einerseits und dem Abbau der Diphosphoglycerin- 
sdiure anderseits eine Begiinstigung dieses Abbaues durch die Steigerung der 
Aciditat sehen, wihrend das Freiwerden von Phosphat beim weiteren Umsatz 
des Zuckers alkalisierend wirkt und die Reaktion wieder auf die Synthese. der - 
Diphosphoglycerinsiure umschaltet. Doch ist diese Ansicht mit der klassischen 
Lehre der anaeroben Glykolyse allein schwer in Einklang zu bringen, da es nicht 
gelingt die am Lebenden beobachteten rhythmischen Phosphatschwankungen 
auch im Glykolyse-modellversuch zu wiederholen. 

Glykolyseversuche sind unter den verschiedensten Bedingungen haufig 
gemacht worden, mit und ohne Bericksichtigung der uns interessierenden 
Phosphatfraktionen. Wir selbst belasteten eine Versuchsperson mit 50g Glu- 
kose und entnahmen 200 ccm Blut iber Heparin 20 Minuten nach der Belastung, 
zu einer Zeit bei welcher der Blutzucker seinen Héhepunkt erreicht haben muBte 
und der Phosphatspiegel bereits gesunken war. Das Blut wurde unverziiglich 
in den Ultrathermostaten gebracht und im verschlossenen Kolben bei. 37,0° 
aufbewahrt. Sofort nach der Blutentnahme wurden Proben entnommen und 
auf ihren Zucker- und Phosphatgehalt untersucht. Die Analysen wiederholten 
wir halbstiindlich waihrend der beiden ersten Stunden sowie nach 3, 6 und 
9 Stunden. Wir vermieden durch die physiologische Anreicherung mit Glukose 
jeden iiberfliissigen Eingriff und hielten dieses ,,iiberlebende“ mehr oder weniger 
sauerstoffarme Blut nahezu unter ahnlichen Bedingungen, wie sie im Sauer- 
stoffmangelversuch am Lebenden vorlagen. Das Ergebnis bringt Tabelle 7. 


Tabelle 7 


Glykolyseversuch. Hyperglykamie durch vorausgehende Belastung mit 
Glukose. Heparinblut, Temperatur 37,0°. 



































Stunden ee a oe 9 
Gesamtsaurelésl. P mg % 26,8 26,8 26,8 26,8 26,8 26,8 26,8 26,8 
mg % | 24 24 25 24 2,8 33 45 98 

|} qnorgan. £ %Ges.P}| 90 9.0 94 9,0 10,4 12,3 168 36,5 
| a mg % | 50 63 62 65 64 69 6,7 6,3 
S| 2 leicht hydrol. P of Ges. P| 22,0 23,5 23,1 242 23,9 220 213 198 
ar. T mg % 48 6,7 56 64 6,7 66 60 4,6 
ah aaa % Ges. P} 17,9 21,2 20,9 202 21.2 20,9 186 16,8 
‘ mg % | 13,7 124 12,5 12,5 11,9 12,0 11,6 7,2 
| 4 schwer hydrol. P of’ Ges. P| 61,1 46,3 466 466 44,5 448 433 269 
es! jL+3+4 = |"78,0 76,5 76,9 76,8 76,1 78,0 78,7 80,2 
a 62+344 322] 91,0 91,0 90,6 91,0 89,6 87,7 83,2 63,5 
344 ©|"60,0 67,5 67,5 66,8 65,7 65,7 61,9 43,7 
Blutzucker mg % 159 157 143 1384 136 108 59 29 





Der Blutzucker sinkt gleichmaBig ab, durchschreitet nach drei Stunden den 
normalen Bereich wie beim Belastungsversuch und gelangt schlieBlich auf - 
Werte nahe der Restreduktion. Der anorganische Phosphor beginnt, wie er- 
wartet, tief:und steigt erst nach zwei Stunden allmahlich an. Die organischen 
Fraktionen 2, 3 und 4, vor allem die Summe aus 3 ++ 4 zeigen normale Aus- 
gangswerte. Wahrend der Versuchsdauer andert sich der leicht hydrolysier- 
bare Phosphor nur unwesentlich, aber auch der Esterphosphor und der schwer 

hydrolysierbare Phosphor bleiben nach einer. anfanglichen gegensitzlichen © 
Schwankung bis zur 6. Stunde unbeweglich. Hier beginnt der Zerfall des glyko- 
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lytischen Systems unter eben angedeuteter Hamolyse. Er schreitet bis zur 
9. Stunde fort, kenntlich am gewaltigen_Anstieg dey anorganischen Phosphats 
infolge des Zerfalls simtlicher organischcr P-Frakt{onen. Er betrifft in ‘erster 
Linie die Diphosphoglycerinsiure, deren Abbau durgh die mit dem Milchsaure- 
anstieg verbundene Saiuerung ohne Zweifel begiins™igt wird. 

Wir vermissen daher im Modellversuch jed@ regelmaBigen Austausch 
des Phosphats zwischen der Ester- und DiphospMlycerinsaurefraktion, wie 
dies auch sonst beobachtet wurde (7). Da anderseits der glykolytische Abbau 
des Zuckers, gemessen am Schwinden des Blutzugkers, ungehemmt vor sich 





' geht, kénnen die dabei auftretenden pH-Verschiebingen nicht von ausschlag- 


gebender Bedeutung sein. Es bestehen demnach zwischen dem Abbau des 
Zuckers im Glykolyseversuch und seinem tatsichlichen Abbau im Blute unter 
physiologischen Verhiltnissen recht beachtliche Unterschiede. Wohl bleibt die 


. anaerobe Glykolyse der breite, unter allen Umstanden gangbare Weg des inter- 


mediaren Zuckerabbaues. Er wird jedoch unter Qormalen* Bedingungen an- 
scheinend niemals bis zu seinem Ende durchschritte::, da vorher von ihm ebenso 
gut gangbare Wege abzweigen, auf denen Zwischenprodukte der Glykolyse 
oxydativ beseitigt werden. Derartige Méglichkeiten sind wiederholt erértert 
worden (13) (14). Vermutlich haben wir in der Wechselwirkung von Glykolyse 


- und oxydativen Prozessen auch die letzte Ursache fiir die von uns beobachteten 


Rhythmen der Phosphatiibertragung zu sehen. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen: Belastungen mit Glukose 
haben einen rhythmischen Austausch des Phosphats zwischen den 
Fraktionen der Kohlenhydratester und Diphosphoglycerinsaure zur Folge, 
wiihrend die Summe des in beiden Fraktionen gebundenen Phosphors un- 
abhingig von den Anderungen des Blutzuckerspiegels konstant bleibt. 
Im Sauerstoffmangel erhéht sich dieser Phospbatanteil auf Kosten des 
anorganischen Phosphats und erméglicht eine Steigerung der Phos- 
phorylierungsprozesse. Wohl wird das Gleichgewicht zwischen Kohlen- 
hydratestern und Diphosphoglycerinsiure durch die Reaktion des Blutes 
beeinfluBt, indem Alkalisierung eine Anhiufung, Saiuerung dagegen 
eine Mobilisierung der organischen Phosphorreserve bedingt, doch ist 
fiir die Vermehrung des in beiden Fraktionen insgesamt gebundenen 
Phosphors nur der Sauerstoffmangel-maBgebend. Die regelmaBigen 
Schwankungen des Esterphosphors und schwer hydrolysierbaren Phos- 
phors werden mit pH-Verschiebungen und dem Eingreifen oxydativer 


“ Prozesse in den Ablauf der Glykolyse in Zusammenhang gebracht. 
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, ‘Uber die Beziehungen zwischen Diastase und gonadotropem Hormon 


Von 


H. Nothdurft 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Heidelberg) 
: i 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. November 1943) { 


| 


Neuweiler und Grimm!) fanden in gonadotrop wirksaman Pra- - 
paraten unabhingig von deren Ausgangsmaterial und ihrer Herstellung 
immer auch diastatische Wirkung. Zugesetzte Stirke wurde von solchen 
Praparaten gespalten, daB jede Farbung mit Jod verschwand. Die Zer- 
kleinerung der Starke geht also bis zu niederen Bruchstiicken. Die dia- 
statische Wirkung fand sich sowohl in Praparaten, die aus dem Hypo- | 
physenvorderlappen hergestellt werden (Preloban-Bayer, Praphyson- ’ 
Promonta, Ambinon-Organon) als auch in Praparaten aus Schwangeren- 
urin (z. B: Prolan-Bayer, sowie in selbsthergestellten hormonreichen 
Fallungen aus Schwangerenurin). Ferner fand sich die diastatische 
Wirkung in dem aus Stutenharn hergestellten Pregnyl-Organon und 
in schwachsauren-Extrakten aus der Placenta. Demnach-zeigten gonado- 
trop wirksame Praparate verschiedenster Genese alle deutliche dia- 
statische Wirkung. Wahrend der Reinigpng der Priparate soll die 
diastatische Wirkung erhalten bleiben. Quantitative Angaben tiber die 
jeweilige diastatische und gonadotrope Wirkung im Verlaufe eines 
Reinigungsprozesses liegen allerdings nicht vor. Die genannten Autoren 
vermuten auf Grund der von ihnen stets gefundenen diastatischen Wir- 
kung selbst hochgereinigter Hormonpraparate eine weitgehende Ver- 
wandtschaft zwischen der Diastase und dem gonadotropen Hormon. 


Die Autoren weisen auf‘die Befunde von Euler und Zondek?) hin, die 
bei der Bestrahlung von Prolan und pflanzlicher Diastase mit ultraviolettem 
Licht eine groBe Ahnlichkeit im Verhalten beider Kérper feststellten. Prolan 
und Diastase ergaben nimlich bei Bestrahlung mit ultraviolettem Licht die- 
selbe Inaktivierungskurve. Nach gleicher Bestrahlungszeit waren gleiche Prozent- 


sitze von gereinigter «-Amylase pflanzlicher Herkunft und von Prolan zerstért, 


Da sich ferner héchst gereinigte Diastase und héchst gereinigte 
Hormonpriparate beide als kohlenhydrathaltige, polypetidartige Sub- 
stanzen erwiesen, ergab sich aus den Befunden von Neuweiler und ~ 
Grimm!) die Méglichkeit, daB die in gonadotrop wirksamen. Prapa- 
raten sich findende Diastase mit dem gonadotropen Hormon identisch 


sein kénnte. Die diastatische und die gonadotrope Wirkung wiirden 


beide durch ein und dasselbe Molekiil hervorgebracht. AnlaBlich einer 
Nachpriifung der von dem Amerikaner Bowman?) angegebenen 


1) Neuweiler, W. u. W. Grimm, Klin. W. 1940, 789. 
2) Euler, v. Hans u. B. Zondek; Skand. Arch. Physiol. 68, 232 (1934). 
8) Bowman, D.E., J. Labor a. clin. Med, 24, 1072 (1939). 
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Schwangerschaftsreaktion aus dem Harn, ergab sich fiir uns ebenfalls 


die Frage nach der. Identitat oder Nichtidentitait bzw. nach dem Grad , 


der Verwandtschaft von gonadotropem Hormon und der Diastase. 


Bei dieser Reaktion wird, ein reduzierender Faktor, der angeblich nur in 
der Schwangerschaft, hier jedoch sehr frith im Harn ausgeschieden wird, durch 
seinen Jodverbrauch gemessen. Unter Verwendung von Starke als Indikator 
wird mit 0,0005 normaler Jodlésung bis zur Blaufairbung titriert. Bowman 


will mit dieser Schnellreaktion ebeuso sicher wie mit der Aschheim-Zondek- 


Reaktion und sogar in noch friiheren Schwangerschaftswochen die Schwanger- 
schaft nachweisen oder ausschlieBen. Er. versucht den Nachweis, daB der redu- 
. zierende. Jaktor mit dem gonadotropen Faktor des Harns identisch sei. Die 
Reaktion-wiirde dann das gonadotrope Prinzip‘des Schwangerenurins auf Grund 
der reduzierenden Eigenschaften des Hormons erfassen. , 

- Unggze Nachpriifung ergab nur teilweise eine Bestaétigung der giinstigen 
ResultateBowmans. Da -wir unter bestimmten Voraussetzungen jedoch auch 
Schwangerenharn fehlerfrei als solchen identifizieren konnten, erhielten wir 
den Eindruck, daB der Reaktion ein fiir Schwangerschaft spezifischer Vorgang 
zugrunde liege. Wir untersuehten deshalb den Reaktionsmechanismus genauer; 
zunachst-ergab sich eindeutig, daB die den reduzierenden Faktor enthaltende 
Lésung eme stark wirksame-Diastase enthalt, die fir den Ausfall der Reaktion 
sehr. wichtig, wenn nicht entscheidend ist. Das von Bowman zum Nachweis 
des reduzierenden Faktors vorgeschriebene Titrationsverfahren ist ungewoéhn- 
lich. Es sieht eine Temperatur von genau 38° Celsius vor und eine Jodzugabe 
zu der mit Starke versetzten Titrationslésung in Absténden von jeweils finf 
Minuten. Die zu titrierende Lésung kann also eventuell stundenlang bei 38° 
auf die Indikatorstairke einwirken. Unter dem Einflu8 der von uns nachgewie- 
senen Diastase entstehen dabei kraftig reduzierende Substanzen (Tabeile 1), 


Tabelle 1 - 


Ansatz: 1ccm der zur Titration kommenden Lésung + 0,5ccm 5%ige Starke 
nach Zulkowsky bei 38° Mit dem ganzen Ansatz wird die Trommersche 
Probe angestellt oder 1 com Jod 0,0005 normal zugegeben. 














Zeit. bei 38° Trommer . Fiarbung mit Jod 
0’ negativ blau 

10’ negativ blaurot : 
| ime negativ rotgelb 3 auch gréBere Jodmengen 
30’ negativ schwach braunlich \ ergaben keine Blaufarbung_ 
80’ positiv Jodfarbe 

120’ positiv ‘Jodfarbe 

160’ positiv Jodfarbe 


die zu dem eventuell schon vorher vorhandenen reduzierenden Faktor Bow- 
mans hinzutreten. Der Diastasegehalt der zu titrierenden Lésung geht dem 
Titrationsergebnis weitgehend parallel. Das ungewoéhnliche Titrationsverfahren 
scheint gerade zur Erméglichung einer Diastasespaltung notwendig. Die Bow- 
mansche Reaktion scheint im wesentlichen eine Messung des Diastasegehaltes 
zu sein*), Der reduzierende Faktor Bowmans, der ja nach Bowman mit dem 
gonadotropen Hormon identisch sein soll, kénnte also mit der Diastase iden- 





*) Die einfache Bestimmung des’ Diastasegehaltes ergibt nach unseren 
bisherigen Befunden noch keine ausreichend sichere Schwangerschaftsreaktion. 
Auch nach Kochung der Titrationsfliissigkeit und damit Zerstérung der Diastase 
ergeben Schwangerenharne gelegentlich unverandert hohe Titrationswerte. 
Das gleiche Ergebnis lieferte die Bestimmung des reduzierenden Faktors durch 
Jodtitration bis zur Rosafarbung von zugesetztem Chloroform also ebenfalls 
Hoppe-Méyler’s Zeitschrift £. physiol. Chemie. 280 8 
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tisch sein. Zumindest interferiert die Diastase bei dessen Bestimmung. Die 
oben gestellte Frage nach der Beziehung der Diastase zum gonadotropen Hor- 
mon war also gegeben. 


1. Temperaturinaktivierung von gonadotropem Hormon und von Diastase 
bei verschiedenem py 


Euler und Z ondek’) fanden fiir die Temperaturempfindlichkeit — 
von Prolanlésungen eine bestimmte Abhangigkeit vom #,,. Sie brachten 
Prolan bei verschiedenem #, 45 Minuten lang auf 62° und stellten die 
noch verbleibende Prolanwirkung fest. Zwischen ~, = 7,0 und 4, 
= 8,5 fand sich die gréBte Resistenz gegen Hitzeinaktivierung (noch 

60°, Prolanwirkung erhalten), bei #, = 5,5 und bei , = 9,0 war 
das gesamte Prolan zerstért. . } 

Fiir Amylase benutzen Euler und Zondek eine Inaktivieranize-’ 
kurve von Ernstrém‘), bei der die gréBte Stabilitat bei p, = 5,8 
bis #, = 6,0 lag. Auch Liiers und Lorinser®) fanden die gréBte Stabili- 
tit bei diesem #,. Es handelte sich dabei stets um pflanzliche Amy- 
lasen. Diese pflanzlichen Amylasen zeigen also ihre optimale Stabilitat 
gegeniiber Erhitzung in einem #,-Bereich, in dem Prolan bereits voll- 
stiindig zerstért ware, andererseits wiirde diese Amylase beim Optimum 
der Prolanstabilitat bereits véllig inaktiviert sein. Euler und Zondek?) 
vermuten jedoch, ,,daf bei tierischen Enzymen, welche an eine Alka- 
linitat von rund 7,5 bis 8,5 angepaBt sind, das Optimum der Stabilitat 
auch mehr auf der alkalischen Seite liegt, wie dies beim Prolan der Fall 
ist“*. EKigene Versuche dazu haben die Autoren nicht gemacht. 

Wir haben diese Vermutungen nachgepriift und unter Einhaltung 
der Bedingungen, die Euler und Zondek fiir Prolan anwendeten, die 
Temperaturinaktivierungskurve fiir tierische Diastase aus Pankreas, 
fiir Speichelamylase des Menschen und fiir die in den gonadotrop wirk- 
samen Priaparaten Pregnyl-Organon und Prolan-Bayer vorhandene 
Diastase durchgefiihrt. Mit der Methode von Hagedorn und Jensen®) 
wurde die beim Starkeabbau eintretende Vermehrung der Reduktion 
bestimmt. Auf die Wiedergabe des gesamten Materials wird verzichtet. 
Entgegen den Vermutungen von Euler und Zondek liegt das Op- 
timum der Stabilitaét auch all dieser tierischen Amylasen bei dem der 
pflanzlichen Amylase, also um pH 6,0. Fiir alle obigen Diastasen er- 
gaben sich Stabilitatsoptima zwischen pH 5,8 und 6,2. Fiir Pregnyl- 
und Prolan-Disatase aus verschiedenen Sendungen war das Optimum 
in diesen Grenzen wechselnd. 





unter Ausschaltung der Diastasespaltung. Der Jodverbrauch bei der Titration 
nach Bowman bzw. bei der Chloroformmethode entsprach folgenden Vergleichs- 
werten: Mit Nichtschwangerenurin 3 bzw. 5, 7 bzw. 9ccm. Bei Schwangeren- 
urin: 7 bzw. 9, 40 bzw. 12, 38 bzw. 15, 6 bzw. 11, 6 baw. 12, 2 bzw. 6 und 
3 bzw. 9ccm 0,0005 n Jodlésung. 

4) Ernstrém, Efr., Z. physiol. Chem. 119, 190 (1922). 

5) Liers, Heinr. u. Paul Lorinser, Bioch. Z. 188, 487 (1922) und 


144, 212 (1924). 
6) Hagedorn, H.C. u. B. N. Jensen, Bioch, Z. 185, 46 (1923). 
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Es handelt sich wohl um Reinheitsunterschiede, andererseits ergab Zusatz 
von Pepton, von SerumeiweiBkérpern, von Glykokoll und von Gelatine keine 
merkliche Verschiebung des Stabilitétsoptimums. Auch Konzentrations- 
ainderungen der Diastase im Verhaltnis 1: 100 verinderten das Optimum der 
Temperaturstabilitait nicht nennenswert, obgleich die Diastaseempfindlichkeit 
bei der Temperaturinaktivierung durch all diese Eingriffe stark beeinfluBt wird. 
Die dem gonadotropen Praparat anhaftende Diastase lieB sich dabei von den 
anderen erwahnten Diastasen nicht unterscheiden. 


Demnach haben. also tierische Amylasen (einschlieBlich der in 
Hormonpraparaten enthaltenen Diastasen) und Prolan nicht, wie Euler 
und Zondek vermuten, ein ahnliches, sondern ein véllig verschiedenes 
Stabilitéts-p,, Optimum bei Temperaturinaktivierung. Schon daraus 
ergibt sich, daB diese Diastase und Prolan nicht identisch sind. _ 


Um eine eventuelle Verschiebung des Optimums der Prolanstabilitat in 
verschiedenen Praparaten auszuschalten, wurde an einem Prolanpraparat*) 
mit der Wirksamkeit von 100000 Einheiten pro mg die pq Abhiangigkeit bei 
der Hitzeinaktivierung unter den schon genannten Bedingungen erneut be- 
stimmt. Am gleichen Praparat wurde auBer der gonadotropen auch die diesem 
Praiparat zukommende diastatische Wirkung gemessen. Erst nach der Hitze- 
inaktivierung bei den verschiedenen py Stufen wurden die Teilmengen zur 
Diastasebestimmung bzw. zur Hormonbestimmung getrennt. Die Priifung. 
auf gonadotrope Wirkung erfolgte in der von Euler und Zondek angegebenen 
Weise an infantilen Ratten**), Die Diastasewirkung wurde in diesem Versuch 
— wegen der Kostbarkeit des Materials — nur mit relativer Messung verfolgt. 
Zu je 1000 i. E. Prolan, die bei verschiedenem py der Temperaturinaktivierung 
ausgesetzt und dann wieder auf gleiches pq von 6,9 gebracht waren, wurden 
gleiche Mengen Starke, Kalziumchlorid und Phosphatpuffer von py 6,9 gegeben. 
Nach einstiindiger Einwirkung bei 38° wurden gleiche Mengen Jod zugegeben. 
Die resultierende violette bis braune Farbung ergab sehr klar die verschiedene 
noch erhaltene Diastasewirkung. Diese wurde grob quantitativ so bestimmt, 
daB auBer den Inaktivierungsproben gleiche, jedoch nicht inaktivierte Ansitze 
mit nur 900, 800, 700 usw. i. E. mitliefen. Derjenige Ansatz dieser Reihe, der 
Farbgleichheit mit dem zu messenden zeigte, ergab dessen Restgehalt an Diastase. 
Diese Methode ergibt den Verlauf der Inaktivierungskurve allerdings nicht 
sehr genau, weil nur Unterschiede im Diastasegehalt von 10% an deutliche 
Farbunterschiede ergeben. Im Bereich geringer Diastasereste — also auBerhalb 
py 4,3 bis 7,5 — versagt die Methode véllig, weil sich die mit so geringen Diastase- 
gehalten erhaltene Fiirbung nicht von der ohne Diastase resultierenden Farbung 
unterscheiden lat. Sie genigt fir unsere Zwecke. Das Optimum der Resistenz 
lag fiir die diastatische Wirkung bei py 5,83, fiir die gonadotrope bei py 7,8. 
Die Inaktivierungskurven entsprachen véllig den von Euler und Zondek 
benutzten. Es wurde aber auch fiir ein und dasselbe Praparat nachgewiesen, 
daB die Prolanwirkung im Bereich des Stabilitatsoptimums der Diastase fast 
vollig zerstért wird, wiahrend umgekehrt die Diastase im Bereich des Optimums 
fiir Prolan vdollig inaktiviert wird. Diastase und gonadotropes Hormon sind 
also nicht identisch, vielmehr erscheint die diastatische Wirkung solcher Hormon- 
praparate verursacht durch eine dem Praparat als Verunreinigung noch vom 
Ausgangsmaterial'her anhaftende_tierische Diastase, die mit der gonadotropen 
Wirkung nichts zu tun hat. | 





*) Der I. G.-Farbenindustrie danken wir fiir die freundliche Uberlassung 
dieses und anderer Prolanpraparate. 
**) Kine Hemmung der. Follikelreifung durch Corpus-luteum-Bildung 


konnte bei unserem Priparat allerdings nicht so‘sicher wie bei dem Praparat — 
. 


der Autoren ausgeschaltet werden. 1 


8* 
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2. Gonadotropes Hormon und Diastase bei UV-Bestrahlung’ 


Ein vollig verschiedenes Verhalten von gonadotropem Hormon 
und Diastase ergab sich auch in Versuchen mit Bestrahlung mittels 
ultraviolettem Licht. | 

Licht einer Hanauer Quarzlampe fiel aus 30 cm Entfernung von oben auf 
die zu bestrahlende Lésung, die in einer offenen Quarzschale in 1—2 mm dicker 
Schicht lag. Die Quarzschale wurde von unten mit flieBendem Leitungswasser 
gekiihlt. Zwischen der Lésung und der Lichtquelle waren 2—3 Quarzplatten 
in jeweils 1 cm Entfernung dazwischengeschaltet. In einem Teil der Versuche 
war die Léisung durch einen dichtschlieBenden Quarzdeckel von auBen abge- 


schlossen. 
Sowohl die gonadotrope wie diastatische Wirkung von Hormon- 


praiparaten (Pregnyl, Prolan) wird nach Bestrahlungszeiten von 20 Mi- 
nuten bis eine Stunde (vor Bestrahlungsbeginn wurde der Brenner 
15 Minuten eingebrannt) geschwicht. Die Schwichung der diasta- 
tischen Wirkung ist dabei bei verschiedenen Exemplaren desselben 
Praiparates nicht immer gleich. Einstiindige Bestrahlung ergab ‘z. B. 
bei einer Pregnyl Ampulle eine Halbierung der diastatischen Wirkung, 
mit einer anderen in gleicher Anordnung jedoch eine Zerstérung bis 
1/5 der Ausgangswirkung. Fiir diese Unterschiede sind offenbar maB- 
gebend: 
1. Konzentrationsinderungen der Dinatese in Praparaten gleicher 

gonadotroper Wirksamkeit und | 

2. wechselnde Begleitkérper, die gegen Bestrahlungsinaktivierung 
schiitzen. 

Die bekannte Abhangigkeit der Bestrahlungsinaktivierung von der 
Diastasekonzentration zeigt sich auch bei dieser Diastase: Je verdiinnter 
die Diastase, um so stirker die Bestrahlungsinaktivierung. Konzentra- . 
tionsunterschiede 1 : 100 einer Diastaselésung (Pregnyldiastase und Pan- 
kreasdiastase) ergaben in der verdiinnten Lésung eine Zerstérung bis 
1/,, der diastatischen Ausgangswirkung, in der konzentrierten Lésung 
dagegen keine meBbare Inaktivierung bei gleicher Bestrahlungsart. 
Bei gleicher gonadotroper Wirksamkeit fanden wir Unterschiede in der 
diastatischen Wirksamkeit von 1 : 4 (Unterschiede der Chloraktivierung 
ausgeschaltet). Bereits diese Konzentrationsunterschiede erklaren z. T. 
die wechselnde Bestrahlungsinaktivierung. 

Die Bedeutung von Begleitkérpern fiir die diastatische Inaktivie- 
rung durch UV-Bestrahlung ergibt sich aus folgenden Versuchen: 
Pankreasdiastase bzw. Speicheldiastase einerseits in Puffer gelést, 
andererseits in Puffer mit 1% Pepton gelést, ergaben nach einstiindiger 
Bestrahlung keinerlei Inaktivierung mit Pepton, Inaktivierung bis 1/,, 
bzw. 1/,, der Ausgangswirksamkeit ohne Pepton. Gelatine, Serum- 
eiweiBkérper und Gummi arabicum zeigten etwas geringere Schutz- 
wirkung als Pepton. Pregnyl und Prolandiastase ergaben in gleicher 
Anordnung durch Pepton eine Schutzwirkung von 1:5 bis 1:8. Die 
Inaktivierung dieser Diastase durch Bestrahlung ist gegeniiber gleich 
konzentrierter bzw. verdijnnter Pankreasdiastase und Bpeicheldiastase 


- 
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wesentlich geringer, offenbar weil mehr schiitzende Begleitkérper sich 
darin finden. Dementsprechend, ist auch die Schutzwirkung zusatzlicher 
Kolloide (Pepton) geringer. Fir die gonadotrope Wirkung von Prolan 
hatten Euler und Zondek keine peer itkine bei der Temperatur- 
inaktivierung gefunden. 

Beim Vergleich der Inaktivierung der diastatischen und der gonado- ° 
tropen Wirkung desselben Praparates ergab sich mehrfach eine sehr 
viel stiirkere Zerstérung der gonadatropen Wirkung als der diastatischen. 
Als Beleg mégen die Ergebnisse eines Versuchs gelten: 7 

12000 I. E. Pregnyl in 6 ccm Ringer ohne Bikarbonat, dazu 8 ccm Phos-. 

' phatpuffer m/10, py 7,35, eine Stunde bestrahlt in der beschriebenen Anordnung 
mit dichtschlieBendem Deckel, Schichtdickeé 3—4 mm. Endtemperatur nach 
der Bestrahlung 18°. Nach entsprechender Verdiinnung mit Ringerlésung 
wurde eine vereinfachte Aschheim-Zondek-Reaktion an infantilen weib- 
lichen Mausen angestellt (an den ersten drei aufeinanderfolgenden Tagen je 
eine der angegebenen Dosen subcutan, makroskopische Ovarienbesichtigung 
auf Corpora lutea und Blutpunkte 100 Stunden nach der ersten Injextion). Durch 
die Verwendung glieichaltriger Tiere (Wurfgeschwister) wurde eine geringe 


Streuung und sichere Unterscheidbarkeit von einfacher und doppelter Hormon- 
konzentration erzielt. Folgende Tabelle zeigt die Befunde eines Versuchs. 














Tabelle 2 
Zahl der Tiere 
Dosis | Tier- | mit makroskop. | vor 
zahl Blut- | Corp. ver- prall 
J.E.  |punkten} lutea | gréBert| gefiillt | Klein 
unbestrahlt 04] 9 | 0 1 6 2 1 
gile 0,6 9 1 5 6 1 2 
be 0,8 . oe 2 4 4 2 3 
a 1,0 8 alle Ovarien voll 7 1 0 
von Corpora lu- 
wi tea ; 
bestrahlt 10 9 O.% 0 0 2" 7 
He 20 9 0. 0 0 1 8 
FA 50 9 2 4 6 3 0 
re 100 7 1 Tier ohne Corp 6 a, 1 
lutea u. Blut- 
e unkte 
6 Tiere voll von 
Corp. lutea 

















Als Ergebnis ist festzustellen, daB in einer Lésung mit 20 Einheiten 
nach Bestrahlung wesentlich weniger Hormon ist als in einer mit 0,4 Ein- 
heiten unbestrahlt, ferner in 50 Einheiten bestrahlt weniger als.in 1 Ein- 
heit unbestrahlt und vielleicht auch in 100 Einheiten weniger als in 
1 Kinheit unbestrahlt. Bei der Bestrahlung bleiben also 1 bis héchstens 
2% der gonadotropen Wirkung erhalten. 


In der gleichen LLésung, die nach Verdiinnung zur Hormonbestimmung 
diente, wurde nach zwei Methoden die Diastase vor und nach Bestrahlung be- 
stimmt. 

: 1. Methode. Durch Bestimmung der Reduktionszunahme nach einstiin- 
_diger Starkespaltung bei 38° in folgendem Ansatz: 2 cem obiger Lésung + 1 com 











@s, » 
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Phosphat, m/3, py 7,35 + 0,5 ccm Starke. Unbestrahlt ergab sich eine Re-- 
duktionsvermehrung entsprechend 198 mg% Glukose und bestrahlt eine solche 
von 101 mg% Glukose. 

2. Methode. 600 Einheiten aus obigem Ansatz, bestrahlt, ergaben mit 
0,3 ccom Puffer m/3, pq 7,35 und 0,3 com Starke 0,15%ig nach 30 Minuten bei 
38° mit 0 2 com Jod n/50 eine Farbung, wie sie mit 250 bis 300 I. E. unbestrahlt 
erhalten wird. Dieser Farbvergleich fiihrt also zum selben Ergebnis wie die 
Reduktionsbestimmung. Sicher sind tiber 40% der Diastase erhalten. Bei nur 
1 bis 2% gonadotroper Restwirkung ist die Diastasewirkung also nur eben 
halbiert. In einem anderen Versuch mit Prolan war 90% der Diastase erhalten, 
dagegen nur 5—10% der gonadotropen Wirkung. In oinem weiteren Versuch 
mit Pregnyl waren es 50 und 5%. 


Die beiden Wirkungen verhalten sich also bei Bestrahlung noch 
stirker verschieden als bei Temperaturinaktivierung. Durch UV-Be- 


strahlung laBt sich die diastatische Wirkung weitgehend isolieren. . 


’ 


3. Diastase und gonadotropes Hormon bei der Reinigung 


Aus Schwangerenurin wurde gonadotropes Hormon hergestellt 
durch Fallung mittels Benzoesiure und Aceton. Im Verlauf der Reimi- 
gung fiel der Diastasegehalt pro Hormoneinheit auf /,,, dementsprechend 
zeigen auch verschiedene Fabrikpraparate gleicher gonadotroper Wirk- 
samkeit verschiedene Diastasegehalte. (siehe oben). Von der Erhaltung 
der Diastase bei der Reinigung des gonadotropen Hormons kann also 
in quantitativem MaBe keine Rede sein. Es werden nur Reste mitge- 
schleppt. 

Zusammenfassung 

In gonadotrop wirksamen Priparaten findet sich Diastase. Diese 
ist als ein aus dem Ausgangsmaterial stammender Begleitkérper auf- 
zufassen, der mit dem gonadotropen Hormon nichts zu tun hat. Bei 
der Temperaturinaktivierung bei verschiedenem #,, bei Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht und bei der Reinigung verhalten sich Hormon 
und Diastase véllig verschieden. Eine Mitwirkung von Diastase bei der 
Schwangerschaftsreaktion nach Bowman wurde nachgewiesen. 





Uber die Atmung der iiberlebenden Haut bei Vitiligo 
Von 
H. Hiillstrung und P, Ohilmeyer 
(Aus der Hautklinik und dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Januar 1944) 
Die Bildung der Pigmente des Tierkérpers wird auf Gsddadice. 
vorginge zuriickgefiihrt. Bloch') hat Dioxyphenylalanin (Dopa), 


_Edlbacher und Zeller?) haben Histamin als Substrate dieser Oxydation 


angenommen. Sie verliuft unter Beteiligung von. Fermenten (Wirk- 
stoffen). Bloch hat die Existenz einer Dopaoxydase nachgewiesen. 





1) Br. Bloch, Handbuch d. Haut- u. Geschl.Krkh. 1/1, 434 (1927); diese 


‘Z. 98, 226 (1917). 
2) S. Edlbacher und E. A. Zeller, Helvet. chim. Acta 20, 717 (1937). 




















f 
i 
4] 
Hf 
Bh 
d 
j 
! 


i 

| 
E| 
7: 
et 
d 
4 
q 
4 
a 
di 
4 
j 
4 
| 
1 
4 








Bd. 280 (1944) Uber die Atmung der tiberlebenden Haut bei Vitiligo 119 


G. Lunde und Mitarb.*) zeigten im Tierversuch, daB die Pigmentierung 
der Haare durch Pantothenséure bewirkt wird; Robert und Zeller‘) 
fanden, daB bei Vitiligo, einer Stérung der Hautpigmentierung, das 
Serum an Histaminase (Diamigoxydase) verarmt ist®). 

Wir haben uns mit der Atmung der Haut bei Vitiligo befaBt und 
gefunden, daB ihr Sauerstoffverbrauch auf die Halfte des normalen 
Wertes erniedrigt ist. Wir suchten dann nach Wirkstoffen, welche die 
Atmung vitiligindser Haut auf den normalen Wert bringen. Pantothen- 
siure, Adermin, Nicotinsiureamid und Aneurin erwiesen sich als un- 
wirksam. Dagegen enthielt der bei Hautgesunden durch Kohlensaure- 
schneeapplikation gewonnene Blaseninhalt einen Faktor, der den 
Sauerstoffverbrauch der kranken Haut tiber die normale GréBe herauf- 
setzt und selbst keinen Sauerstoff verbraucht. 3 

Fiir eine Atmungsbestimmung trugen wir Epidermis von etwa 
50 mg Frischgewicht und 0,12—0,18 mm Schnittdicke mit dem Rasier- 
messer ab. Bis zur Messung lag sie etwa 90 Min. in 30 cem Ringerlésung 
unter Stickstoff. Variation der Verweilzeit ergab, daB die Atmungs- 
fihigkeit gesunder und vitiliginéser Haut in den ersten beiden Stunden 
um ca. 20°, abfiel, eine GréBe, die wegen ihrer Konstanz unsere Er- 
gebnisse nicht beeinfluBt. Die Atmung mafen wir manometrisch nach 
O. Warburg bei 37° in 1,6 ccm Ringerlésung, mit Luft im Gasraum 
der GefiBe und konz. Natronlauge im Einsatz. Der Sauerstoffverbrauch 
verlief iiber mehrere Stunden geradlinig. Wir haben nur Messungen be- 
nutzt, die sich iiber mehr als 2 Stunden erstreckten. Fremdatmung, 
die — wenn iiberhaupt — meist erst 300 Min. nach Versuchsbeginn 
einsetzte, wurde durch bakteriologische Untersuchung, sowie Beachtung 
des geradlinigen Verlaufs der Atmungskurve ausgeschlossen. Als Ma 
fiir die Atmung benutzten wir den von Warburg angegebenen Quo- 

mm? O, 


tienten: 
Sas Zeit in Std. - Trockengewicht in mg 
Die Unterschiede in der Atmung gesunder und kranker Haut zeigt 





Tabelle I. AtmungsgréBe der iberlebenden Haut bei verschiedenen 





Krankheiten: 
. Ek- , Psori- sheet 
Hautkrankheit Ae Lues | sis Vitiligo 











Beschaffenheit der | ge- | duBerlich erschei- | depig- | normal | iberpig- 
Haut sund nungsfrei mentiert | pigment. | mentiert 

















Versuche 








Zahl der Falle/ | 1920 | 9/12 | 4/5 | 5/7 | 12/17 | 1940 | 3/4 

















Mittlere Qo, |— 1,29|—1,19]/— 1,34[—1,19] —0,67 | —0,67 | —0,68 


_3) G. Lunde, H. Kringstad u. E. Jansen, Naturw. 29, 62 (1941). 
4) P. Robert u. E. A. Zeller, Schweiz. med. Wschr. 1605 (1941). 
5) Den Befund von Robert und Zeller haben wir in nicht veréffent- 


lichten Versuchen bestiitigen k6énnen. 
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Man entnimmt fiir gesunde Haut den Wert Qo, = — 1,29. Diese GréBe 
weicht von den Angaben von Wohlgemuth und Klopstock®), sowie 
Buhmann’), die fiir gesunde Haut ahnlicher Schnittdicke Durchschnitts- 
werte von Qo, = — 2,1 bzw. —1,5 erhielten, ab. Unsere Werte liegen 
auch unter denen von Puccinelli®), der fiir normale Haut — allerdings 
mit einer anderen Schnitt-Technik — Qo,-Werte von —— 1,5 bis — 3,18 
fand. Fiir die Zeit unmittelbar nach Entnahme der Haut liegt unser 
Durchschnittswert jedoch auch bei —1,5, da, wie eingangs erwahnt, 
sich bei unserer Versuchsanordnung die Atmungsfahigkeit bis zur 
Messung um 20°/, verringerte. 

Es ist noch zu erwaihnen, daB Buhmann bei Psoriasis und anderen 
Hautkrankheiten die Qo, -Werte fiir die erkrankten Hautstellen bestimm- 
te. Wir untersuchten dagegen die von der Krankheit nicht befallenen 
Hautpartien und fanden sie inbezug auf die Atmung mit Ausnahme 
der Vitiligo unverandert.. : 

Auffallend ist der niedrige Oxydationsquotient bei Vitiligo. Er hat 
bemerkenswerterweise bei pigmentarmer und pigmentreicher Haut 
dieselbe GréBe. Es folgt daraus, daB bei Vitiligo in der gesamten Haut 
der Mechanismus der Oxydation gestért ist. Das ganze Organ wird von 
der Krankheit befallen. Nur an Pradilektionsstellen, deren Auftreten 
seinen Grund nicht im Atmungssystem findet, tritt sie in Erscheinung. 
Diese Feststellung stimmt mit der Anschauung von Robert®) iiber die 
Vitiligo iiberein, der jedoch auBer auf die gesamte Hautdecke einwirken- 
den Faktoren der 6rtlichen Sauerstoffausniitzung in der Haut eine 
wichtige Rolle fiir die Pigmentierung beimiBt. . | 

Wir haben angenommen, da die -verringerte Oxydation in der — 
Haut auf chemischen Griinden, d.h. auf Mangel an Substrat oder an 
katalytischer Substanz beruhe, und im Atmungsversuch mit vitiligi- 
néser Haut zunichst Stoffe zugesetzt, die als Substrat in Frage kommen. 
Tab. II gibt ein Beispiel dieser Versuche wieder. 





Tabelle II. Atmung der vitiliginésen Haut bei Zusatz von Glucose, 
von Dioxyphenylalanin (Dopa) und von Cadaverin 

















3-10-2m Phosphatpuffer py = 7,2 
Zanetsz 2.4. : 
0,5 -10-2m Gluc. | 0,7 -10-2m Dopa | 0,7-10-2m Cadaver. 
be ria —0,72 | — 0,65. — 0,94 


Weder Zucker noch Dioxyphenylalanin noch Cadaverin (als Substrat — 
einer Diaminoxydase) steigern die OxydationsgréBe der vitiliginésen 
Haut auf Werte, die der normalen Atmung nahe kommen. Wir haben 


die Besonderheit der Haut daher als Mangel an katalytischer Sub- 





6) I. Wohlgemuth u. E. Klopstok, Biochem. Zschr. 175, 202 (1926). 
7) A. Buhmann, Biochem. Zschr. 287, 145 (1936). 

8) V. E. Puccinelli, ref. Zbl. Derm. 69, 258 (1942). 

*) P. Robert, Dermatologica 84, 257 (1941). 





























Bd. 280 (1944) Uber die Atmung der tiberlebenden Haut bei Vitiligo 121 


stanz gedeutet und Adermin, Nicotinsiureamid, Aneurin und Panto- 
thensaéure im Versuch eingesetzt. Auch diese vier Stoffe waren unwirk- 
sam, wie aus Tab. III hervorgeht. 


TabelleIIl. Atmung der vitiliginésen Haut beiZusatz von Wirkstoffen 











50 y Nico- Pantothensi 
Zaseatz. . .. A kdl tinsaure- “ pastes Pood 
amid 3y 500 y 
Zahl der Ver- ! 
sinh 3 1 1 Ll. 2 2 1 1 





: ; i at 
Beschaffenheit normal | normal norm.| de- | norm.| de- | norm] de- 


der Haut a pene pigm | pigm. | pigm. | pigm. | pigm. | pigm. 
































Mittl. Qo, . . | —0,53 —0,34 |—0,88]— 0,42|— 0,49|— 0,91|— 0,59|— 0,58. 


A.sgehend von der Uberlegung, daB die hypothetische Substanz 
in gesunder Haut enthalten sein miisse, bereiteten wir wiBrige Extrakte 
aus ihr, und sie waren wirksam. Den besten Effekt gab der Inhalt von 
Hautblasen, die durch Tiefkiihlung gesetzt waren. 

Wir arbeiteten mit gepreBtem Kohlensaiureschnee; der Stempel 
soll die Haut etwa 25 Sek. mit leichtem Druck beriihren; die Blasen 
entwickeln sich dann meistens in etwa 48 Stunden. 

Den Blaseninhalt haben wir 1. unbehandelt, 2. erhitzt, 3. dialysiert 
angewandt. ) 


Wir heizen ein kleines Wasserbad, in dem ein Réhrchen mit der Blasen- 
fliissigkeit hingt, auf Siedetemperatur und nehmen das Roéhrchen nach einer 
Minute heraus. Von ausgefallenem Eiwei8 wird abzentrifugiert. 

Die Dialyse, von 2,5 ccm frischem Blaseninhalt erfolgt in einem dinn- 
wandigen Kollodiumschlauch von 3,2 mm Durchmesser und 400 mm Lange tiber 
20 Stunden gegen 6 ccm Ringerlésung. Die AuSenfliissigkeit wird im Versuch 
angewandt; in ihr sind die niedrig molekularen Stoffe der Blasenflissigkeit also 
maximal im Verhaltnis | : 3,4 verdiinnt. 


Tabelle IV 


Atmung von gesunder und vitiliginéser Haut bei Zusatz von Flis- 
sigkeitaus Hautblasen. Ansatz mit 0,6 ccm Blaseninhalt bzw. AuBen- 
flissigkeit der Dialyse und 1,0 ccm Ringerlésung 














Zustand der Haut vitiliginés gesund 
Behandlung der Bla-~ 

senflissigkeit . . . | unbehandelt|  erhitzt dialysiert | unbehandelt 
Zahl der Versuche . . 3 3 0 4 8 
Mitt. Oc. ae. 4 —2,1 —1,78 — 25 — 1,35 














Tab. IV 14Bt erkennen, daB der Blaseninhalt die Atmung der Vitiligu- 
haut von Qo, = — 0,68 (vgl. Tab. I) auf das Mehrfache steigert. Der 
in ihm enthaltene Faktor wird durch Erhitzen nicht wesentlich ge-. 
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schadigt. Eine vergleichsweise niedrige MolekiilgréBe folgt aus der 
Diffusion durch die Kollodiummembran. Der Tabelle ist auch zu ent- 
nehmen, daB8 vitiliginédse Haut durch den Faktor auf eine Atmung ge- 
bracht wird, die noch iiber der mit gesunder Haut erreichbaren liegt. 


. Da auch erhitzter Blaseninhalt diese Wirkung gibt, so ist sie nicht durch 


einen von der Haut unabhingigen Sauerstoffverbrauch zu erklaren. 
Aber auch der frische Blaseninhalt verbraucht fiir sich keinen Sauerstoff. 
Auch veratmet er weder Zucker noch Cadaverin. Nur die Oxydation 
von Dioxyphenylalanin wird lebhaft von ihm katalysiert. (Tab.V) 


Tabelie V 
Atmungsversuch mit Blasenflissigkeit bei Zusatz von Dioxyphenyl- 
alanin, Cadaverin, Glucose. Ansatz mit Phosphatpuffer; Konzen- 
trationen entsprechend Tabelle II; Blasenflissigkeit: 0,6 ccm 




















— Dioxyphenylalanin Cadaverin Glucose 
a POEL gees Blasenflissigkeit 
cabeheadeiet — | MEDS | cehiiat | SPE | cohatet |. Hates 
mm?® Q,'in | 
4 Std... +0 +1 — 90 —5 —l —3 — 6 

















Tab. V vervollstaindigt den Beweis, daB die Blasenfliissigkeit weder eige- 
nes Substrat veratmet, noch Substrat aus der Haut zugefiihrt bekommt. 

Es folgt daraus, da8 in der Blasenflissigkeit katalytisch wirksame 
Substanz enthalten ist, daB wir es also mit einem Erginzungsstoff fiir 
das Atmungssystem zu tun haben. DaB er an einem Oxydationsvorgang 
beteiligt ist, der zur Bildung von Pigment fiihrt, ist bei seiner Wirkung 
auf die vitiligindse Haut sehr wahrscheinlich. 


Zusammenfassung 


1. Pigmentierte und depigmentierte Haut Vitiligo-Kranker zeigt 
gegeniiber gesunder Haut eine um die HAlfte verringerte Atmungs- 
groBe. : 

2. Die Substrate Glucose, Dioxyphenylalanin und Cadaverin 
setzen die Atmung der kranken Haut nicht herauf. _ 

3. Die Wirkstoffe Adermin, Pantothensiure, Aneurin und Nicotin- 
siareamid sind inbezug auf die Atmungsgr6Be der vitiliginédsen 
Haut unwirksam. 

4. Die Fliissigkeit aus Hautblasen steigert die Atmung iiber den . 


normalen Wert. ' 
5. Der im Blaseninhalt wirksame Faktor ist niedrigmolekular und 


thermostabil. 
Wir danken der Firma Hoffmann-La Roche fiir die Unterstiitzung der Arbeit, 


insbesondere Uberlassung der verschiedenen Vitamin-Praparate, Herrn Prof. 
W. Heubner (Berlin) fir die Uberlassung von Cadaverin sowie Frl. M. Wagner 


. fiir die Hilfe bei der Durchfiihrung der Versuche. 
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Uber eine neue Pyrrolsynthese 


: Von 
Hans Fischer und Emmy Fink 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
_(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1943) . 


Von der I. G. Farbenindustrie ist in den Deutschen Reichspatenten 
642147 und 650359 die Gewinnung von Acetalen der /-Keto-acet- 
aldehyde beschrieben'). Unter diesen hatte fiir uns das Acetal des Acet- 
essigaldehyds ein besonderes Interesse, weil Aussicht bestand, daB. bei 
Kombination dieses Acetals mit Iso-nitroso-acetessigester unter dem 
EKinfluB von Zinkstaub-Hisessig nach der Knorrschen Synthese auf 
direktem Wege das fiir unsere Synthesen duBerst wichtige 2,4-Di- 
methyl-5-carbithoxy-3-formylpyrrol bzw. sein Acetal entstand. Tat- 
sichlich bildete sich bei der Reaktion ein Pyrrol, das gut kristallisierte, 
iiberraschenderweise jedoch nicht das gewiinschte, sondern «-Methyl-a’- 
carbithoxypyrrol war. An dem Entstehen dieses Pyrrols kann kein 
Zweifel sein, Schmelz- und Mischschmelzpunkt waren vollkommen 
identisch. Auch die Elementaranalyse bestitigte die Zusammen- 
setzung. Die Einfiihrung des Formylrestes fiihrte zum 2-Methy]l-3- 
formyl-5-carbithoxypyrrol, das mit dem auf anderem Wege gewonnenen 
Pyrrol?) sich als restlos identisch erwies, auch im Schmelz- und Misch- 
schmelzpunkt. 

Der Reaktionsverlauf erschien zunichst ginzlich unklar, deshalb 
kondensierten wir Iso-nitrosobutyrylessigester mit dem Acetal des 
Formylacetons, wobei wiederum «-Methyl-«’-carbathoxypyrrol ent- 
stand. Demgemaf stammt die «-Methylgruppe aus dem Acetessig- 
aldehyd-acetal und nicht aus dem Iso- -nitrosoacetessigester, denn an- 
derenfalls hatte ja bei dem Versuch mit Butyrylessigester ein Propyl- 
rest in der «-Stellung sitzen miissen. Wir nahmen deshalb folgenden 


Reaktionsverlauf an: 





on H, OCH, 
{3 
; HC-——_CH__. 
T ~\o0,H, 1 | 
mae cocH, > Et U—COO0C,H, 
OH Ey/ Seer 
HN” “coo, H; H 


Das Acetal des Acetessigesteraldehyds reagiert also in der Enol- 
form und kondensiert sich im sauren Medium mit dem durch Reduk- 





1) Friedlinder 23, 87 bzw. 24, 72. 
2) H. Fischer, H. Beller und A. Stern, Ber. chem. Ges: 61, 1080 (1928). 














eee 


> 
m 2 ary 
(RPA 5 Ae AEE oe tae Se 


ee eee 





ae 








124 Hans Fischer und Emmy Fink, __ Bd. 280 (1944) 


tion entstehenden Aminoacetessigester dergestalt, daf im sauren Me- 
dium zunichst eine Hydrolyse des. Aminoacetessigesters erfolgt unter 
Abspaltung von Essigsiure und Bildung von Glykokollester, 


COCH, 
H,N— ef + HOM. H, N—C_ C000,H, -+- CH,COOH 
COOC,H, H 


der seinerseits dann mit dem genannten Acetal zu unserem Pyrrol 
sich kombigiert. Systematische Untersuchungen der Abhiangigkeit 
vom #, und dem Verlauf der Reaktion im alkalischen Medium sind. 
im Gange. 

Das «-Methyl-x’-carbithoxypyrrol ist nach der angegebenen Syn- 
these auBerordentlich bequem zuginglich und da das Acetal des Acet- 
essigaldehyds eine positive Enolreaktion gibt, ist zu erwarten, dab 
genau wie beim Acetessigester am reaktionsfaihigen Kohlenstoffatom 
Methyl-, Athyl-, Propionsiuregruppen usw. sich einfiihren lassen und 
auf diese Weise durch Umsetzung mit Acetessigester weitere wichtige 
Pyrrole zuginglich werden. 

Nahe lag es, statt des Acetals des Acetessigaldehyds Formylaceton, 
das ja viel leichter zuginglich ist, fiir die gleiche Synthese zu benutzen. 
Hier scheinen die Versuche weniger befriedigend zu verlaufen. Im 
sauren Medium entsteht, wie ja bereits bekannt, Triacetylbenzol vor- 
wiegend. Es scheint also, als ob die Anwendung des Acetals irgendwie 
fiir das Zustandekommen dieser Synthese wesentlich ist, deren Trieb- 
kraft an sich natiirlich die Bildung des Pyrrolringes ist. Theoretisch 
kénnte im iibrigen auch ein analoger Verlauf bei der Kondensation 
von Acetylaceton mit Isonitrosoacetessigester, die ja bekanntlich nach 
Knorr zum 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbathoxypyrrol fiihrt*), méglich 
sein, wie folgendes Schema zeigt: 








HC C—CH, -HC_—_C—CH, 
Pig i the ; é 
| ‘Oni | | 
H,C—C G—COOC,H, H,.C— —C000,H, 
\ OEE HN \N/ 
OFL.__._HEN H 


In diesem Fall miiBte sich das fiir unsere Arbeiten sehr wichtige 
2,4-Dimethyl‘5-carbithoxypyrrol bilden, dessen Gewinnung so sehr 
vereinfacht wire. In der Tat entsteht dieses Pyrrol als Nebenprodukt. 
Beim Umbkristallisieren des genannten Acetylpyrrols aus Alkohol 
bleibt es in den Mutterlaugen und kann daraus durch fraktionierte 
Destillation und Umkristallisieren gewonnen werden. Versuche, durch 
Anderung der Reaktionsbedingungen die Ausheute zu erhdhen, sind 
im Gange. 

Als Zwischenprodukt dieser Synthese mu8 Glykokoll auftreten, 
und es lag nahe, hiernach Glykokoll als Ausgangsmaterial fiir die 





*) L. Knorr und K. HeB, Ber. chem. Ges. 44, 2758 (1911). 
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Synthesen der genannten Pyrrole zu beniitzen. In der Tat kondensiert 
Glykokoll mit dem Acetessigaldehyd sowohl wie mit seinem Acetal, 
_ wie aus der positiven Ehrlichschen Reaktion hervorgeht. Allerdings 
gelang die Abscheidung des Pyrrols in kristallisiertem Zustand bis 
jetzt noch nicht. Die Versuche werden jedoch fortgesetzt. DaB die 
Reaktion mit Glykokoll weniger gut’ verliuft, ist ohne weiteres ver- 
standlich, denn der aktivierende Acetylrest. fehlt ja. Versuche, diese 
Aktivierung durch Verwendung von Hippursiure und Acetylglykokoll 
herbeizufiihren, sind im Gange. 2 
Physiologisch scheint uns diese Synthese auch von gro8em Inter- 
esse Zu sein, denn es steht fest, daB der Organismus, auch der héhere, 
die Synthese des Blutfarbstoffs und damit der Pyrrolkerne ohne 
Schwierigkeit innerhalb kiirzester Zeit vollziehen kann und man kénnte 
sich wohl vorstellen, daB im Organismus die Synthese der Pyrrolkerne 
auf analoge Weise herbeigefiihrt wird. Glykokoll steht ja in beliebigen 
Mengen zur Verfiigung, ebenso Formylaceton, das ja zur Acetessigsiure 
in den nachsten verwandtschaftlichen Beziehungen steht. 
| Fiir die freundliche Uberlassung von Acetessigaldehyd-acetal sind 
wir Herrn Direktor Dr. Bayer, Leverkusen, zu gréBtem Dank ver- 
pflichtet. 


Versuche 


Gemeinschaftliche Reduktion von Isonitroso-acetessigester und 
Acetessigaldehyd-diaithyl-acetal zu 2-Methyl-5-carbathoxypyrrol 


10g Acetessigester werden in 30c¢cm Eisessig gelést und unter Turbi- 
nieren und Hiskihlung mit einer Lésung von 6,1 g Natriumnitrit in 10 ccm 
Wasser isonitrosiert. Nach etwa 12 stiindigem Stehen muB die Jod-Stiarke- 
Reaktion noch schwach positiv sein. Es werden dann 12,3 g (1 Mol) Acetessig- 
aldehyd-diaithylacetal zugegeben und portionsweise 11 g Zinkstaub eingetragen. 
Zur Vervolistandigung der Reaktion und zur Auflésung des noch ungelésten 
Zinkstaubes wird etwa 10 Minuten gekocht. Bei dem EingieBen der heifen 
Lésung in etwa 500 ccm EHiswasser fallt eine dunkelgelbe, kristallinische Masse 
aus, die im Vakuum (20 mm) bei 90° sublimiert und aus Methanol umkristalli- 
siert wird. Farblose Prismen. Ausbeute 2g. Schmelzpunkt 100°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit 2-Methyl-5-carbathoxypyrrol, welches aus dem a-Methyl- 
pyrrol dargestellt wurde, ergibt keine Depression. Mit Ehrlichschem Reagens 
erfolgt in der Kialte schwache, in der Hitze intensive Rotfairbung. 

5,588 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 12,782 mg CO,, 3,655 mg H,O; — 
3,573 mg Subst.: 0,327 com N, (23°, 722mm); — 2,984:mg Subst.: 0,96 com 
n/50 KSCN. 

C,H,,0,N Ber.: C 62,72 H 7,24 N 9,14 OC,H,; 29,42 
(153,18) Gef.: 62,37 7,32 9,24 29,50 


Durch Behandlung mit Blausiure und Chlorwasserstoff in atherischer Lésung 
wird der bekannte 2-Methyl-5-carbithoxypyrrol-3-aldehyd erhalten. Schmelz- 
punkt 119°. 


Gemeinschaftliche Reduktion von Isonitroso-butyrylessigester 
und Acetessigaldehyd-diaéthyl-acetal 

5g Butyrylessigester werden in 15ccm Eisessig mit einer Lésung von 

2,5g Natriumnitrit isonitrosiert und zusammen mit 5g Acetessigaldehyd- 

diathyl-acetal mit Zinkstaub behandelt. Bei dem EingieBen der Lésung in Kis- 
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wasser fallt eine zunachst élige, dann bald fest werdende dunkelgelbe Kristall- 
masse aus, die im Vakuum. bei 90° sublimiert und aus Methanol umkristallisiert 
wird. Farblose Prismen, Ausbeute 0,3 g. Schmelzpunkt 100°. Der Misch- 
schmelzpunkt mit 2- -Methyl-5-carbithoxypyrrol ergibt keine Depression. 


Verhalten des Acetessigaldehyd-diithyl-acetals beidem Behandeln ~ 


mit Eisessig 


5 g Acetessigaldehyd-didthyl-acetal werden mit 10 ccm Eisessig '/, Stunde 
gekocht. Nach kurzem Kochen (etwa 5 Minuten) tritt Dunkelrotfarbung: ein. 
Bei der fraktionierten Destillation im Vakuum (15mm) geht nach dem Eis- 
essig bei 80° eine geringe Menge (0,5ccm) unverandertes Acetessigaldehyd- 
diithyl-acetal iiber. Der Riickstand wird aus Methanol umkristallisiert. Aus- 
beute 0,4g. Nadeln. Schmelzpunkt 161°. Der Mischschmelzpunkt mit Tri- 
acetylbenzol ergibt keine Depression. 

In der Kilte bildet das Acetessigaldehyd-acetal mit Eisessig auch bei 
lingerem Stehen nur eine minimale Menge Triacetylbenzol. Formylaceton 
Natriumsalz gibt mit Eisessig schon in der Kalte reichlich Triacetylbenzol. 


Isolierung von 2,4-Dimethyl-5-carbathoxypyrrol aus den 
Mutterlaugen des 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbithoxypyrrol 

Die Mutterlaugen aus 500 g umkristallisierten Acetylpyrrol werden im 
Vakuum fraktioniert destilliert. Dabei geht bei 15mm und 170° 2,4-Dimethyl- 
5-carbithoxypyrrol tiber. Ausbeute nach Umkristallisation aus Alkohol: 2 g. 
Schmelzpunkt 123°. Der Mischschmelzpunkt mit 2,4-Dimethyl-5-carbaithoxy- 
pyrrol anderer Darstellung ergibt keine Depression. 


Kondensation von Glykokoll mit Acetessigaldehyd-diaithyl-acetal 

0,47 g Glykokoll werden in 5ccm Wasser und 0,8 ccm 8%iger Natron- 
lauge gelést und 1g Acetessigaldehyd-diithyl-acetal (1 Mol) zugegeben. py 
der Lésung 8. Nach bestimmten Zeitabstanden wird das inzwischen auf 7 ge- 
sunkene py durch Zusatz von Natronlauge wieder auf 8 gebracht. Schon nach 
kurzem Stehen zeigt die Lésung positive Ehrlichsche Reaktion. Die gebildete 
Pyrrolmenge ist jedoch gering. 


Kondensation von Glykokoll mit Formylaceton-Natriumsalz 
0,35 g Glykokoll und 0,5g Formylaceton-Natriumsalz (1 Mol) werden 
in 3 ccm Wasser gelést. py der Lésung 8. Nach kurzem Stehen zeigt die Lésung 
positive Ehrlichsche Reaktion. 
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Trennung von Koprosterin und Cholestanol 
mit Hilfe der chromatographischen Adsorptionsanalyse ° 
Ven 
A, vy. Christiani und Valerie Eck 


(Aus dem Laboratorium fiir Krebsforschung an der Sonderabteilung fiir Strahlentherapie des 
Wiener stidtischen Krankenhauses Lainz) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. November 1943) 


Ein Gemisch der Isomeren Koprosterin und Cholestanol 1aBt sich 
bekanntlich durch die tiblichen Trennungsverfahren, wie Destillation, 
Sublimation, Umkristallisation u.a. nicht in seine Komponenten zer- 
legen, Wohl hat Windaus das Koprosterin aus einem Gemisch einer An- 
zahl Isomerer, die bei der Hydrierung des Cholesterins mit Nickel und 
Wasserstoff bei 200° entstehen, herausgearbeitet*); dieses vom theoreti- 
schen Standpunkt auBerordentlich interessante Verfahren, beansprucht 
wegen seiner Kompliziertheit keine praktische Anwendung; vor allem 
deshalb, weil diese Trennungsmethode nur mit groBen Substanzmengen 
durchfiihrbar ist, kleine Ausbeuten liefert und auBerdem eine lingere 
Zeit in Anspruch nimmt. 

Das Prinzip unserer raschen, bequemen und mit kleinen Substanz- 
mengen durchfiihrbaren Methode beruht auf der Beobachtung, daB das 
Cholestanol eine stirkere Haftfestigkeit gegentiber Aluminiumoxyd 
aufweist, als sein Isomeres Koprosterin. Dadurch l]aBt sich bei der chro- 
matographischen Adsorptionsanalyse an einer Aluminiumoxydschicht 
das Koprosterin durch ein geeignetes Lésungsmittel leichter und schneller 
eluieren als Cholestanol. 

Ein Gemisch kleiner Mengen Cholestanol und Koprosterin wird in 
Benzin gelést, durch eine Aluminiumoxydschicht hindurchgesaugt und 
mit Benzin nachgewaschen. Beide Isomeren bleiben am Aluminium- 
oxyd haften. Sodann wird ein Gemenge von Benzol:Benzin 2: 1 durch 
das Adsorbat hindurchgeschickt und in einer Saugflasche aufgefangen. 
Nach je 100 ccm Filtrat wird dasselbe im Vakuum eingedampft. Etwa 
nach 300 bis 400 ccm geht das Koprosterin in der Hauptmenge ins 
Filtrat und bildet nach dem Eindampfen des Lésungsmittels bei Wasser- 
badtemperatur einen déligen Riickstand. Das Eluieren des Adsorbats 


' wird solange fortgesetzt bis beim Abdestillieren des Lésungsmittels ein 


geringer, fester Riickstand auftritt, der in der Regel aus beiden Kom- | 
ponenten besteht und nach etwa 400 bis 600 cem erscheint. Ist dieser 
Punkt erreicht, werden noch etwa 50 ccm Elutionsmittel durchgesaugt 


und sodann das Aluminiumoxyd im Soxhlet mit Ather extrahiert. Der 


Eindampfriickstand der Atherlésung wird im Hochvakuum sublimiert. 





1) H. Lettré und H. H. Inhoffen, Uber Sterine, Gallensiuren und ver- 
wandte Naturstoffe. Ferdinand Enke-Verlag, Stuttgart (1936) 8.48; _ 
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Das iibergehende Produkt ist Cholestanol, das in der Regel bereits ohne 
Umkristallisation in schmelzpunktreiner Form vorliegt. (Fp 143°) 
Die, das Koprosterin enthaltenen, Filtratriickstinde, werden im 
Hochvakuum destilliert. Das Destillat erstarrt zu einer charakteristischen 
harten, glasigen Masse, die beim Anreiben kristallisiert und aus reinem 


Koprosterin besteht. (Fp 102°) 


Experimenteller Teil 

Lésungsmittel: 1. Wundbenzin, Fraktion 30—70° 2. Benzol, pro 
anal. Merck. Reagenzien: Aluminiumoxyd, wasserfrei, Merck (standardisiert 
zur chromatographischen Adsorptionsanalyse nach Brockm ann). Chro- 
matogrammr6éhre: Nach Zechmeister und Cholnoky, Rohr @ 20mm, 
Rohrlange 200 mm, Schliffstopfen mit Siebboden, Hackchen und Federn. Be- 
schickung der Réhre: Der Boden der Roéhre wird mit einem 1—1 ,»5 cm hohen, 
zusammengedriickten Wattebausch versehen und die Rohre mit 28,1 g Alu- 
miniumoxyd beschickt. Hohe der etwas zusammengedrickten Aluminiumoxyd- 
schicht betrigt 14cm. Die Roéhre steckt mit Hilfe eines Kautschukstopfens in 
einer entsprechenden Saugflasche. Vor jedem Versuch wird zwecks Anfeuchtung 
der Aluminiumoxydschicht 25 com Benzin durchgesaugt. 

Versuch 1: Koprosterin und Cholestanol 1:1. Koprosterin: 113,2 mg, 
Fp. 102—103°. Cholestanol: 101,5 mg, Fp. 143°. Thiele-Apparat. Gemenge in 
200 ccm Benzin klar gelost. Temperatur 20°C. Lésung unter schwachem 
Saugen hindurchgeschickt und mit 100 com Benzin nachgewaschen. Nachdem 
der letzte Rest des Benzins durchfiltriert ist, wird eine Mischung von Benzol 
und Benzin (66 ccm: 33 ccm) hindurchgeschickt. 

Filtrat nach 200 ccm kein Riickstand; nach 400 ccm 6liger Riickstand; 
nach 500 ccm kein Riickstand; nach 600 com wenig fester Riickstand. Der 
élige Riickstand des Filtrats nach 400 com wird mit Ather in ein Sublimations- 
réhrchen nach Spath?) gespiilt. Ather am Wasserbad entfernt und Riickstand 
im Hochvakuum destilliert. Fp. (Thiele 103° (Koprosterin). Das aus der 
Hiilse durch Atherextraktion gewonnene , Produkt wird im Hochvakuum sub-’ 
limiert. Fp. (Thiele) 143° (Cholestanol). 

Versuch 2: Koprosterin und Cholestanol 1:2. Koprosterin: 
50,0 mg, Cholestanol: 100,8 mg. 

Filtrat nach 300cem Gliger Riickstand; Fp. nach Destill.: 103°; nach 
400 ccm wenig fester Riickstand. Produkt aus der Hiilse nach Sublimation 
Fp.: 143°. 

a Versuch 3: Koprosterin und Cholestanol 1:3. -Koprosterin: 
33,0 mg; Cholestanol: 101,6 mg. 

Filtrat nach 300 ccm Oliger Riickstand; nach 350 ccm Spuren éligen Ritck- 
standes. Fp. nach Dest. 103°. Nach 400 ccm kein Riickstand; nach 450 ccm 
Spuren festen Riickstandes; nach 500 ccm Spuren festen Riickstandes. Produkt 
aus der Hiilse nach Sublimation Fp.: 143°. - 

Versuch 4: Koprosterin und Cholestanol 1:4.  Koprosterin: 
25,8 mg, Cholestanol: 101,9 mg. 

Filtrat nach 300 ccm 6liger Ritckstand; nach 360 ccm éliger Riickstand; 
nach 400 cem Spuren dligen Riickstandes, Fp. nach Destillation 102°, Nach 
450 com Spuren festen Riickstandes. Produkt aus der Hiilse nach Sublimation 
Fp.: 143°. 

é Versuch 5: Koprosterin und Cholestanol 1:5.  Koprosterin: 
20,4 mg, Cholestanol: 100 mg. 

Filtrat nach 300 ccm éliger Riickstand. Fp. nach Destillation 103°. Nach 
400 ccm wenig fester Riickstand. Produkt aus der Hiilse _ Subl. Fp.: 142 
bis 143°, 


i 
fi 





*) Durch die Firma H. Stepan, Wien IX, zu beziehen. i 
































An unsere 4 Mitarbeiter! 


Ee ist unbedingt cotwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut leabarer, 
miglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrigliche Anderungen verursachen 
wesentliche Kosten, die sich naturgemiif auf die Preiagestaltung der Zeitschrift 
mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern berechnet werden 
sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdte -ermiglichen auch der Scbrifuicitung 3 
- clea raschore Brung ale sekioa Yale wna iemee Aafegete | 
zum Druck gelangen. 












Anschrift far 


Professor Dr. A. Butenandt, (2) Berlin-Dahlem, 
ae Kaiser-Wéithetm-Institut fir Biochemte, 
+ (Phtelallee 69-73 oder 
Professor Dr. F. Baoor ( (1) Tubingen, 
Physiologisch=chem. Institut, Cetolinetr 8 oder 
Professor Dr. K. Thomas, Leipug 
_ Plea = fa iabiatrabe 1 16. 














Far die nachsten Hote sind Atbeiten cingogangen VOR: 


Hf Erslcben u. H. Herken; F. Lynas E. Klenk; R. Voigt; H. Fischer u. K. 0. 
Deilmann; E. Miller; U. Westphal; F. Kag! u. G. J, Schuringa; F. Kogl, H. 
Erxleben u. C. Koningsberger; F. Kogl u. B. Verkanik; E. Sa8-Kortesk; B. v. 
Euler, H. v. Euler u. J. Saberg; K. Felix; C. Tropp. u. W. Herrbach; K. eae 
Schmidt u, Ch, aud H. Letts a. M. Lutee.. | 
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